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1. INTRODUCCION

1.1. Papel biolôgico de las substancias liquénicas.
1.1.1. Acidos ûsnicos.- Dentro del conjunto de pro- 
ductos del metabolismo secundario en liquenes han merecido 
especial atenciôn los âcidos ûsnicos. Fueron aislados por 
primera vez en 1843 ( ROCHLEDER y HELDT ) a partir de Rama- 
lina calicaris y Usnea barbata. y sintetizados mâs tarde por 
BARTON et al. (1956)
STOLL et al. (1947) y SAVICH et al. (I960) apre- 
ciaron dos formas ôpticas diferentes, una dextrôgira y otra 
levôgira. Posteriormente, SHIBATA y TAGUCHI (1967) descubrie- 
ron dos nuevas formas isoméricas, el âcido D-isoûsnico, 
aislado de Cladonia mitis y Cladonia arbuscula, y el âcido 
L-isoûsnico, aislado de Cladonia pleurota ( ver figura 1 ).
Los âcidos ûsnicos estân constituidos por dos 
unidades fenôlicas derivadas de una ciclaciôn floroglucinô- 
lica y metiladas en posiciôn 4 como metilfloroacetofenona. 
Ambos ciclos se unen mediante un enlace entre el carbono 6 
de la primera unidad y el carbono 4 de la segunda, lo que 
posibilita la existencia de formas ôpticas diferentes, dex- 
tro y levo, al conservar ambas unidades fenôlicas libertad 
de giro alrededor del enlace carbono-carbono antes de ser 
formado el heterociclo furânico ( CULBERSON, 1969 ).
1.1.2. Capacidad quelante.- Como productos del 
metabolismo liquénico acumulables en el cortex, las fun­
ciones que pudieran desempeOar las substancias liquénicas 
han estado sometidas a grandes controversies y solo poco 
a poco se han ido dilucidando algunas de ellas. Por su 
significado pedogenésico, la que mâs atenciôn ha recibido 
es aquella que dériva de su acciôn quelante. Es bastante 
conocida la facilidad con que los liquenes almacenan en 
su talo cationes inorgânicos, como Zn^^ (LAMBINON et al.,
1964 ). Co^"^, Ni^'^, Pb^^ ( AHMADJIAN, 1 967 ) , Mn^^, Fe^"^,
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Ag^^, ( SYERS e ISKANDAR, 1973 ). Sin embargo, esta
actividad parece ser independiente del proceso de nutri- 
cion mineral ( BROWN, 1976 ) que se basa en un mécanisme 
fisico-quimico de intercambio iônico ( NIEBOER et al., 
1976; NIEBOER et al., 1978 ).
Asimismo son capaces de quelar radioisotopes, 
preferentemente uranie, torio, estroncio-90 y cesio-137 
( PALMER et al., 1963; SALO y MIETTINEN, 1964 ), por lo 
cual han sido utilizados como sistemas de prospecciôn.
Pero n j solo son capaces de quelar iones del 
exterior e incorporarlos al talo, sine que pueden actuar 
sobre sus propios iones internes, regulando de este modo 
ciertas actividades metabôl'icas dependientes de cationes. 
Asl, VICENTE y ESTEVEZ (1976 ) demostraron que la cloroa- 
tranorina es capaz de quelar el manganese e inhibir la 
fotolisis del agua en cloroplastos aislados del fico- 
bionte de Evernia prunastri. La cloroatranorina también 
es capaz de quelar el hierro porfirinico de la catalasa 
( VICENTE et al., 1975 ) e incluse el hierro ferredoxi- 
nico, lo cual le conferiria un papel desacoplador de 
las cadenas fotosintéticas de transporte no ciclico de 
electrones ( ESTEVEZ y VICENTE, 1976 ).
1.1.3. Protecciôn de pigmentes fotosintéticos,- 
Conocida la oxidaciôn que sufren los pigmentes cloroplâs- 
ticos, tante las clorofilas ( KRINSKY, 1968 y 1979 ), 
como los carotenes ( HASEGAWA et al., 1969; ZINSOU y 
COSTES, 1973 ), por acciôn de una iluminaciôn intensa, 
podia suponerse que organismes fotoergônicos localiza- 
dos en habitats expuestos a altas intensidades luminosas 
presentasen algùn mécanisme de protecciôn distinto del 
meramente anatômico, maxime cuando, como en el case de 
los liquenes, este es prâcticamente inexistente. SISTROM 
et al. (1956) demostraron la viabilidad de un sistema 
de protecciôn de clorofilas por carotenes, in vivo, en
Rhodopseudomonas spheroides y KRINSKY (1968, 1979) en un 
sistema aislado de diverses vegetales superiores.
Los liquenes presentan dos mécanismes de pro­
tecciôn de los pigmentes fotosintéticos de su ficobionte. 
Por una parte, la absorciôn de las radiaciones de menor 
longitud de onda por parte de las substancias coloreadas 
acumuladas en el cortex ( SCOTT, 1964; RUNDEL, 1969 ) y 
por otra, la asociaciôn de pigmentes fotosintéticos y 
substancias liquénicas como es el case de la formaciôn de 
un complejo, in vitro, B-caroteno-cloroatranorina, en 
disoluciôn clorcfôrmiça, cuya foto-oxidaciôn es mueho 
mâs lenta que la del 6-carotene aislado ( ESTEVEZ et al.,
1977 ), aunque, en este case, la significaciôn fisiolô- 
gica del proceso descrito puede ser discutible.
1.1.4. Actividad antibiôtica.- En el siglo pa- 
sado, mâs de un centenar de preparaciones farmaceûticas 
en el norte de Europa estaban frabicadas con liquenes 
( MERETOJA, 1952 ); por otro lado, los liquenes almacena- 
dos en herbarios resistian mejor las invasiones fûngicas 
que el reste de los vegetales coleccionados, por lo que 
se intuia que dichos organismes debian contener ciertos 
compuestos que hicieran inefectivos taies ataques.
La actividad antibiôtica de los âcidos ûsnicos 
se ejerce frente a bacterias gram-positivas, como Staphy­
lococcus aureus, Corynebacterium diphteriae, pero no fren­
te a gérmenes gram-negativos ( BUSTINZA, 1951 a y 1951b; 
BUSTINZA y CABALLERO, 1948 ). Los âcidos ûsnicos tuvieron 
use clinico limitado en el tratamiento de la tuberculo­
sis y su espectro de acciôn se ampliô al obtenerse com- 
plejos con otros antibiôticos. BUSTINZA (1951c) obtuvo un 
derivado del âcido L-ûsnico y la estreptomicina muy efec- 
tivo frente a Mycobacterium.
VIRTANEN (1954) consiguiô sintetizar treinta 
y cuatro derivados del âcido L-ûsnico con diferentes 
compuestos nitrogenados, obteniendo complejos de amplio
espectro de acciôn.
En 1956 VIRTANEN et al. obtuvieron un derivado de 
dicho âcido con cicloserina, muy activo Trente a Bacillus 
subtilis, Staphylococcus carnosus y Mycobacterium phlei.
Complejos de los âcidos ûsnicos con acetilurea 
y alilurea, dieciseis veces mâs activos frente a M. tuber­
culosis hôminis que el âcido libre, fueron obtenidos por 
KORTEKANGAS y VIRTANEN (1956). También Trente a Mycobacte­
rium presentaron actividad varias hidrazonas sintetizadas 
por NAITOet al.(1957)
TOMASELLI (1957) y VIRTANEN y KILPIO (1957) logra- 
ron sintetizar el usnato de bencildimetil\2-{2-tp-(1,1',3,3'- 
tetrametilbutil) fenoxi] etoxi) etil] hidrôxido amônico, 
compuesto menos tôxico que los âcidos ûsnicos pero que 
conservaba actividad Trente a cieitos hongos causantes de< 
infeçciones cutaneas.
Por lo que se refiere al mecanismo de acciôn, 
JOHNSON et al. (1950) demostraron la capacidad del âcido 
L-ûsnico para desacoplar la fosforilaciôn oxidativa en 
células de higado de rata sin afectar al consumo de oxigeno. 
Los mismo autores, estudiando los efectos de la droga so­
bre la respiraciôn de particulas renales de rata, obser- 
varon una escasa inhibiciôn en el consumo de oxigeno, con 
succinato, fumarato y citrato como substratos, para una 
concentraciôn del âcido 10 ^M, y era incrementado, o no 
afectado, con glutamato, o-cetoglutarato, malato, piru-
vato mâs fumarato o cis-aconitato como substratos. Para 
—4una concentraciôn 10 M de la droga, la oxidaciôn de estos 
compuestos era inhibida en un 85%.
A diferencia de otros metabolitos, los âcidos 
ûsnicos son desacopladores de la fosforilaciôn oxidativa 
y al mismo tiempo inhibidores respiratorios ( LARDY et al.,
1964 ), datos definitives a la hora de evaluar su acciôn 
antibiôtica. Por un lado, si se inhibe la producciôn de 
ATP en el proceso de fosforilaciôn oxidativa, la bacteria 
infectante detendria sus procesos metabôlicos por falta
energia; por otro lado, si se disminuye el consumo de oxi­
geno, al inhibirse la cadena respiratoria, se anulan los 
procesos de oxidaciôn de substratos orgânicos y el microor­
ganismo se veria imposibilitado para utilizer los compues­
tos del huesped como alimento.
Estos no son los ûnicos procesos primarios sobre 
los que actuan los âcidos ûsnicos. Una concentraciôn del 
âcido de 10 ug/ml impide, en huevos de Arbacia, las divi- 
siones rnitôticas y la fusiôn nuclear por inhibiciôn de la 
ADN-asa ( MARSHAK y FAGER, 1950 ). En otros casos, los 
âcidos ûsnicos sa han revelado como potentes inactivadores 
de algunos enzimas del metabolismo bacteriano ( VICENTE, 
1975 ).
1.1.5. Acciôn sobre la permeabilidad celular.- 
FOLLMANN (I960), estudiando la permeabilidad a la glucosa 
del alga Trebouxia, ficobionte de Cladonia fulcata, pos- 
tulô la utilizaciôn de las substancias liquénicas por parte 
del micobionte a fin de incrementar la permeabilidad de 
solutos a través de la pared y membrana de dicho ficobion­
te, controlando de esta manera el aporte* de substancias 
fotoasimiladas. Estos hechos habian sido antes sospecha- 
dos para otras células vegetales ( VARTIA, 1950 ) y mâs 
tarde corroborados para células animales ( FOLLMANN y 
VILLAGRAN, 1965 ).
El hecho de que las substancias liquénicas 
presenten actividad Trente a bacterias gram positivas, 
pero no Trente a gram negativas podria estar relacionado 
con la composiciôn qulmica de las cubiertas celulares 
y con la alteraciôn de las condiciones de permeabilidad.
MANSO y VICENTE (1971) observaron un incremento 
en la poblaciôn de un cultivo de Proteus mirabilis cre- 
ciendo en un medio que contenia L-usnato sôdico ( 14,0 
yg/ml ) y peptona como nutriente orgânico asi como un 
aumento en la cantidad de proteinas por unidad de peso 
seco para células crecidas sobre urea 40 mM afiadida a 
la droga. Los autores interpretaron estos hechos como 
una permeaciôn facilitada de nutrientes por parte del
L-usnato sôdico y, por tanto una mejor utilizaciôn de los 
mismos en los procesos de slntesis
1.2. Cubiertas celulares de bacterias gram nega­
tivas .
1.2.1. Membrana plasmâtica.- Las bacterias, como 
formas celulares, estân constituidas por un protoplasto 
protegido por unas estructuras responsables del mante- 
nimiento de la estabilidad osmôtica de la célula.
La estructura externa del protoplasto recibe 
el nombre de membrana plasmâtica; estâ constituida, en 
esencia, por lipidos y proteinas en proporciôn aproximada 
1:5 y. presentando del 10 al 26% del peso seco celular 
( SALTON y FREER, 1965; VORBECK y MARINETTI, 1965 ).
La mayor!a de los componentes lipidicos son 
fosfolipidos, predominando fosfatidilglicerol, sus ami- 
noacil derivados y fosfatidiletanolamina. Aparecen en 
pequefias cantidades fosfatidilserina, cardiolipina, gli- 
colipidos y diglicéridos. Normalmente también se encuentran 
carotenoides ( SALTON y EHTISHAM-UD-DIN, 1965 ), as! 
como poliisoprenoides con un demostrado papel en la sln­
tesis del péptidoglicano y de polisacâridos ( OSBORN,
1969 ).
Los lipidos no solo representan una funciôn 
estructural, sino que son requeridos, fosforilados, en 
varias reacciones biosintéticas ( ENDO y ROTHFIELD, 1969 ) 
as! como en funciones de transporte ( MILNER y KABACK, 1970 )
La estructura de esta membrana plasmâtica se 
ajusta al modelo de mosaico fluido ( SINGER y NICOLSON,
1972 ) y soporta los enzimas necesarios para realizar fun­
ciones biosintéticas, de transporte electrônico y de trans­
porte activo ( MINDICH, 1973 ).
12.2. Pared celular.- Ademâs de la membrana plas­
mâtica, las bacterias gram negativas presentan otra estruc­
tura mâs externa, denominada pared celular, de compleja 
constituciôn ( FREER y SALTON, 1971 ). En esencia, pré­
senta una capa de péptidoglicano, de 1-2 nm de grosor, sepa- 
rada de la membrana plasmâtica por un espacio no denso a 
los electrones y de la parte mâs externa de la pared, de 
la membrana externa, por otro espacio mâs fino.
La membrana externa estâ constituida por fosfoli­
pidos , lipopclisacâridos y proteinas y estabilizada p^r 
2+
cationes Mg , confiriendo a la célula una barrera adicio- 
nal de permeabilidad ( LEIVE, 1974 ). Con una composiciôn 
diferente de la membrana plasmâtica ( MIURA y MIZUSHIMA, 
1968; SCHNAITMAN, 1970 ), parece de enzimas para su pro- 
pia sintesis. Sus componentes, asi como los del péptido­
glicano, se forman en el interior de la célula y en la 
membrana plasmâtica ( OSBORN et al., 1972a, 1972b; BELL 
et al., 1971; WHITE et al., 1971 ).
1.2.2.1. Péptidoglicano.- Estâ formado por una 
fina capa de cadenas de glicano unidas por cadenas de 
péptidos dando una estructura en malla tridimensional 
( FORMANEK et al., 1974, 1976 ). Estas cadenas pepti- 
dicas contienen aminoâcidos D- y L- ( GHUYSEN y SHOCKMAN, 
1973; ROGERS, 1974 ).
Las cadenas de glicano formadas por N-acetilglu- 
cosamina y âcido N-acetilmurâmico, presentan ambos com­
ponentes alternantes y unidos por enlaces 8-1,4 (GHUYSEN,
1968 ). Ambos componentes presentan unido al carbono 3 
un grupo éter-D-lactil. El âcido N-acetilmurâmico suele 
tenen substituida la funciôn hidroxilo del carbono 6 por 
grupos acetil o fosfodiester ( FLECK et al., 1971 ). Los 
restes D-lactil en el âcido N-acetilmurâmico estân substi- 
tuidos por pequefias unidades peptidicas ( SCHLEIFER y 
KANDLER, 1972; GHUYSEN, 1968 ):
L—alanil — —  D—glutarni3^~ LR^— —  D—alanina
y
pudiendo el resto LR^ ser:
- un aminoâcido neutro ( alanina, serina etc. )
- un aminoâcido dicarboxilico ( glutâmico, )
- un âcido diamino ( diaminopimélico, ornitina, lisina etc. )
Las unidades peptidicas de glicanos adyacentes 
se unen covalentemente por puentes entre el carbono terminal 
del resto L-alanil de una de ellas y uno de los grupos amino 
del resto LR^ de otra.
Esta capa de péptido glicano présenta zonas dis­
continuas, correspondiéndose a los puntos de union de las 
membranas plasmâtica y externa.
1 .2.2.2. Membrana externa.- Al igual que la mem­
brana plasmâtica, la membrana externa estâ compuesta por 
lipidos y proteinas. Entre los lipidos, los componentes ma- 
yoritarios son fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol, 
apareciendo cardiolipina en pequeHas cantidades. La propor­
ciôn entre fosfolipidos y proteinas es bastante menor que 
en el resto de las membranas biolôgicas ( OSBORN et al.,
1972a, 1972b ). Ademâs présenta componentes ûnicos, como 
son lipoproteinas y lipopolisacâridos ( DE PETRIS, 1967 )
Debido a sus caracteristicas estructurales y pro- 
piedades, la membrana externa no se adapta al modelo de 
mosaico fluido de SINGER y NICOLSON (1972).
La cara interna de esta membrana estâ formada por 
una malla hexagonal proteica ( ROSENBUSH, 1974 ; STEVEN 
et al., 1977 ). Présenta un peso molecular de 36.500 y 
una moderada hidrofobicidad. Se encuentra fuertemente uni- 
da al péptidoglicano, pero no covalentemente ( ROSENBUSH,
1974 ), uniôn que es estimulada por lipopolisacâridos 
( YU y MIZUSHIMA, 1977 ). Posee un alto porcentaje de 
estructuras 3 ( ROSENBUSH, 1974; NAKAMURA y MIZUSHIMA,
1976 ).
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En la matriz de fosfolipidos se encuentran lipo­
proteinas, polisacâridos y otras proteinas minoritarias.
Las lipoproteinas suponen las principales proteinas de la mem­
brana externa. Unas aparecen ligadas covalentemente al péptido­
glicano y otras libres. En Escherichia coli, las proteinas 
libres representan un nivel doble que las ligadas ( BRAUN 
y SIEGLIN, 1970; BRAUN y WOLF, 1970; INOUYE et al.,1972; 
HIRASHIMA et al., 1973 ). La lipoproteina de E. coli pré­
senta un peso molecular de 7.800 y contiene 58 aminoâcidos.
El anâlisis de dicroismo circular révéla una proporcirn 
del 80% en a-hélice ( PRAUM, 1975 ). BRAUM et al. (1970) 
demostraron la carencia de lipoproteina en Proteus mirabilis, 
aunque posteriormente ha sido sefialada su existencia ( GRUSS 
et al., 1975; KATZ et al.,. 1978 ). Esta lipoproteina pré­
senta un peso molecular de 5-500 y como aminoâcidos carac- 
teristicos présenta glicina y fenilalanina, los cuales 
estân ausentes en lipoproteinas de otras Enterobacteria- 
ceae.
Las lipoproteinas, distribuidas en forma de ca- 
nales cilindricos, aportarîan a la membrana externa cana- 
les de difusiôn pasiva ( INOUYE, 1974, 1975 ). Cada canal 
estaria compuesto de seis unidades de a-hélice, con los 
residuos hidrôfôbicos hacia la superficie externa y atra- 
vesando toda la membrana externa; dos de las seis moléculas 
lipoproteicas se unirlan covalentemente al péptidoglicano, 
previniendo a la cubierta celular de movimientos libres de ' 
la capa lipidica ( INOUYE et al., 1976; LEE et al., 1977 ).
Por otro iado, BRAUM (1975) y BRAUM et al. (1976) propu- 
sieron una conformaciôn de lipoproteinas cuya longitud 
estaria rota por un lazo P , atravesando la lipoproteina 
solamente la mitad de la membrana externa.
Otras proteinas no unidas al péptidoglicano tam­
bién formarian poros en los que la difusiôn pasiva esta­
ria permitida, dejando paso a moléculas hidrofilicas de
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pequefio peso molecular ( NAKAE y NIKAIDO, 1975; NIKAIDO 
et al., 1977; LUTKENHAUS, 1977 ).
Otra proteina, conocida como Toi G, sensible a 
tripsina, présenta un moderado grado de hidrofobicidad 
( GARTEN et al., 1975; VAN ALPHEN, 1977 ) y un alto con- 
tenido en estructuras a ( NAKAMURA y MIZUSHIMA, 1976 ).
En gran parte se localiza en la cara externa de la mem­
brana externa y sirve como base de recepcion de ciertos 
fagos ( MANNING et al., 1976; VAN ALPHEN et al., 1 977 b ;
DATTA et al., 1977 ).
También se localizan en la membrana externa de 
diez a veinte proteinas minoritarias, con pesos moleculares 
variables entre 15.000 y 83.000, que al igual que la prote­
ina Toi G, se identifican como receptores de fagos ( DI 
RIENZO et al., 1978 ).
Otro componente de la membrana externa estâ cons- 
tituido por lipopolisacâridos, cadenas de polisacâridos uni- 
dos a un lipido y conteniendo glucosamina ( LUDERITZ 
et al., 1974 ). Se encuentran asimétricamente distribuidos, 
con preferencia en la cara externa de la membrana externa 
( MUHLRADT y GOLECKI, 1975 ). Presentan movilidad super­
ficial ( MUHLRADT et al., 1974 ) asl como transversal en la 
zona correspondiente a la discontinuidad del péptidoglicano 
( MUHLRADT y GOLECKI, 1975 )
1.2.2.3. Funciones de la pared celular.- Existe una 
fuerte asociaciôn entre membrana plasmâtica, péptidoglicano 
y membrana externa. La fuerza mecânica y la integridad estruc­
tural de la célula bacteriana se atribuye a la membrana 
externa y al péptidoglicano ( GHUYSEN y SHOCKMAN, 1973 ).
Se ha demostrado en células plasmolizadas la exis­
tencia de mesosomas, o canales entre la membrana plasmâti­
ca y la externa, a través de los cuales, los lipopolisa­
câridos sintetizados en la membrana celular son translo- 
cados atravesando la capa de péptidoglicano a la membrana 
externa ( MUHLRADT et al., 1973; BAYER, 1974; KULPA y 
LEIVE, 1976 ).
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Las cubiertas celulares suponen una barrera a la 
difusiôn ( PAYNE y GILVARG, 1968; PAYNE, 1968; NAKAE y NI­
KAIDO, 1975; NIKAIDO, 1976 ). Nutrientes de bajo peso mole­
cular difundirian a través de los poros proteicos, atrave­
sando la membrana externa y llegando al espacio periplas- 
mico, siendo desde alii transportados activamente al cito- 
plasma. Nutrientes de alto peso molecular requerirlan sus 
propios receptores, proteinas periplasmicas que actuarian 
de lanzaderas entre los lugares de recepciôn especlficos 
y los sistemas de transporte activo de la membrana pl-smâ- 
tica ( DI RENZO et al.’, 1978 ). El espacio periplasmico 
actuaria a modo de reservorio de gran numéro de enzimas 
( HEPPEL, 1967 )
1.3. Glucosamina-6-P sintetasa.-
La L-glutamina-D-fructosa-6-P transaminasa ( GHOSH 
et al., 1960 ) o D-fructosa-6-P aminotransferasa ( EC.2.6.1.16, 
para BATES y PASTERNAK, 1965 o E.C. 5.3.1.19 para FASMAN,
1976 ) es el enzima responsable de la sintesis de glucosa- 
mina-6-P, via de crucial importancia dao que es la inicia- 
ciôn de la ruta biosintética de los aminoazûcares ( PIIELPS 
et al., 1970 ) asi como de proteinas séricas ( KIKUCHI y 
TSUKI, 1976a ).
En organismes que presentan estructura de pared 
celular, el derivado acetilado de la glucosamina ( DAVISON 
et al., 1957 ) es un intégrante de las cadenas de glicano 
que componen el péptidoglicano. Por tanto, cualquier alte­
raciôn en la actividad enzimâtica de la transaminasa podria 
derivar hacia la muerte del organisme, al ser modificada la 
estructura preservadora de su integridad. La actividad 
glucosaunina-6-P sintetasa es mayor en organismes gram 
positives que gram negatives ( STRANGE y DARK, I960 ), 
lo cual era esperado a la vista del conocimiento que se tiene 
sobre el tamaho del péptidoglicano, siendo éste mueho mayor 
en microorganismos gram positives.
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La actividad enzimâtica ha sido detectada en una 
amplia gama de organismes, tanto eucariontes como procarion- 
tes. Asi, por ejemplo, en Neurospora crassa ( LELOIR y CARDINI, 
1953 ), Streptococcus ( LONTHER y ROGERS, 1956 ), E. coli 
( GHOSH et al., I960 ), Bacillus cereus, Micrococcus lysodeik- 
ticus y Aerobacter aerogens ( STRANGE y DARK, I960 ), Bacil­
lus subtilis ( CLARKE y PASTERNAK, 1961 ), higado de rata 
( POGELL y GRYDER, 1957 ), células KeLa ( KORNFELD, 1967 ), 
Staphylococcus aureus ( IMADA et al., 1977 ) traquea de 
buey ( ELLIS y SOMAR, 1972 )» higado humano ( KIKUCHI y 
TSUKI, 1976a ) etc.
La reacciôn es una transeiminaciôn utilizando como 
substrates L-glutamina y hexosa-6-P y dando como produc- 
tos glucosamina-6-P y acide L-glutâmico, siendo estimulada 
por la presencia de glutamina (LOWTHER y ROGERS, 1956 ).
El enzima une primero a la fructosa-6-P y después 
a la glutamina ( WINTERBURN y PHELPS, 1971c ), presentando 
dos puntos de uniôn fuerte para la primera y un ùnico punto 
de union débil para la segunda.
La formaciôn de glucoseunina en presencia de glu- 
cosa, ATP y L-glutamina fue detectada en extractos libres 
de células de Streptococcus ( LOWTHER y ROGERS, 1956 ). La 
hexosa séria previamente fosforilada en presencia de ATP 
( HARPUR y QUASTEL, 1949 ) por una hexoquinasa ( BROWN,
1951; GRANT y LONG, 1952 ), produciéndose a continuaciôn 
la transeiminaciôn.
El enzima actua en presencia de glucosa-6-P y de 
fructosa-6-P ( LELOIR y CARDINI, 1953 ) en extractos libres 
de células, perdiéndose progresivamente la afinidad por 
la glucosa-6-P en paralelo al aumento del grado de purifi- 
caciôn del enzima ( GHOSH et al., I960 ).
La reacciôn es irreversible y no requiere cofactores 
y, al igual que todas las reacciones en las que interviene la 
L-glutamina, se inhibe por 6-diazo-5-oxo-L-norleucina ( BOU- 
RRILLON, 1969 ), pudiendo recobrar su actividad al ser
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tratada con glutamina o con UDP-N-acetilglucosamina. La 
presencia de glucosa-6-P protege la estabilidad del enzi­
ma en extractos crudos ( POGELL y GRYDER, 1957 ), acciôn 
que desaparece cuando se utiliza enzima purificado ( GRY­
DER y POGELL, I960 ). También es inhibido por y-glutamil- 
hidracida, por acido DL-2-amino-4-(metilsulfonil)-butirico 
y por 0-diazoacetil-L-serina ( azaserina ) (GHOSH et al., 
I960 ).
El enzima esta sometido a retro-inhibicion por 
UDP-N-acetilglucosamina. Esta inhibicion ha sido demo^trada 
con enzima procedente de higado de rata ( KORNFELD et al.,
1964 ), de raton y de células HeLa ( KORNFELD, 1967 ), 
de traquea de buey ( ELLIS y SOMMAR, 1971 ), de retina 
de buey ( MAZLEN et al., 1969, 1970 ) y de higado humano 
( KIKUCHI y TSUIKI, 1976a ). Esta inhibicion es de tipo 
competitive para la fructosa-6-P y no competitiva para 
la L-glutamina. El enzima purificado de Neurosoora crassa 
sufre inhibicion por UDP-N-acetilglucosamina ( ENDO et al.,
1970 ), pero sin alterar la constante de Michaelis para 
ninguno de los dos substrates, de le que se puede deducir 
que el inhibidor se une al enzima en un sitio diferente 
al centre active ; es decir, la aminotransferasa présenta 
un centre de uniôn alostérico para la UDP-N-acetilglucosa­
mina .
Asimismc, el enzima es inhibido por otros UDP- 
azûcares, como UDP-glucosa, UDP-galactosa, UDP-xilosa y UDP- 
glucuronato, compitiendo todos por el mismo centre que la 
UDP-N-acetilglucosamina ( WINTERBURN y PHELPS, 1971b ).
La adiciôn de UTP al sistema inhibido revierte la inhibi­
cion ( WINTERBURN y PHELPS, 1971b ).
Contrastando con le anteriormente expuesto, el 
enzima purificado de microorganismos como Salmonella para­
typhi A , Bacillus subtilis y E.coli no muestra inhibicion 
por UDP-N-acetilglucosamina ( MELO y GLASER, 1966 ), lo cual 
podria significar otro mecanismo de regulaciôn del conjunto
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del nucleotidos de azucar, pudiendo estar dicha regulaciôn 
centrada en ciertas pirofosfatasas, como la UDP-N-acetil­
glucosamina pirofosfatasa, aislada de E. coli por MELO y 
GLASER (1966).
Estudiando el efecto de otros compuestos sobre 
la actividad de la glucosamina-6-P sintetasa, puede obser- 
varse que el ATP inhibe no competitivamente al enzima para 
los dos substrates de reacciôn, efecto que se ve incrementado 
por la presencia de Cl^Mg. El mismo efecto ejerce el CTP 
y el fbsfoenolpiruvato ( WINTERBURN y PHELPS, 1971b ) La 
presencia de ADP potencia la inhibiciôn producida por UDP-
N-acetilglucosamina. No presentan efecto inhibitorio AMP, 
GTP, ITP, CoA, acetil-CoA, NADP'*’, NADPH, NAD**" ni NADH. 
También es inhibida la transeuninasa por cationes divalentes, 
como Fe‘
1971a )
^^, Cu^"^, Cd^^, Zn"^ y Co^^ ( WINTERBURN y PHELPS,
El enzima présenta inhibicion por exceso de subs­
trate para la L-glutamina ( MAZLEN et al., 1970; ELLIS y 
SOMAR, 1971 ), acciôn que se ve acentuada para bajas con- 
centraciones de fructosa-6-P ( WINTERBURN y PHELPS, 1971b ).
La presencia de glucosa altera ciertas propieda- 
des del enzima, provocando la apariciôn de dos formas inter­
convertibles y desplazândose el equilibrio hacia una o 
hacia otra en funciôn de la presencia o ausencia de fruc- 
tosa-6-P ( KIKUCHI y TSUIKI, 1976b ). Dichas formas enzi- 
mâticas presentan distinto peso molecular y diferente com- 
portamiento frente a digestiôn con tripsina.
Por otra parte, mutantes de S. aureus y E. coli 
carenciales de la transaminasa, creciendo en medios suple- 
mentados con glucosamina, presentan inhibiciôn del creci- 
miento por glucosa, provocando una insuficiencia en glucosa­
mina e interrumpiendo la sintesis de la pared celular y, 
consecuentemente, la muerte del microorganismo. La presen-
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cia de cloranfenicol previene el efecto létal, lo cual signifi- 
caria que una sintesis continuada de proteinas durante la 
formaciôn de la pared celular defectiva abocaria en la 
muerte ( IMADA et al., 1977 ). Sin embargo, la presencia 
de N-acetilglucosamina en los medios de cultivo prevenia 
la inhibicôn del crecimiento de los mutantes aùn en pre­
sencia de glucosa..
Ademâs de esta via principal, existe otro enzima 
capaz de interconvertir fructosa-6-P y glucosamina-6-P en 
presencia de amonio, conociéndose con el nombre de glucosa- 
mina-6-P deamina^a o fpsfoglucosamina isomerasa. Este 
reacciôn, reversible, tiene el equilibrio desplazado ha­
cia la formaciôn de fructosa-6-F ( COMB y ROSEMAN, 1958; 
FAULKNER y QUASTEL, 1956; ROSEMAN, 1956; SOODAK, 1955 ).
El enzima es inactivado en presencia de N-acetilglucosamina 
( LELOIR y CARDINI, 1956 ).
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El objetivo del presente trabajo fue estudiar las 
posibles acciones del acice L-ùsnico sobre la permeabilidad 
de células de Proteus mirabilis a, en principio, fumarato 
usado como fuente de carbcr.o en los medios. Para ello, 
se debian estudiar âas velocidades de crecimiento, la capaci- 
dad de oxidacion de fumarato por células crecidas en 
diferentes fuentes de carttnt, la entrada real de fumarato 
en las células y la posibilidad de inducciôn de una per- 
measa especifica asi como su interacciôn con la substancia 
liquénica. Dado que la oxidacion del fumarato se tomaba 
como un criterio de permeacicn, era necesario comprobar 
si el fenol modificaba les er.zimas de oxidacion del ciclo 
de KREBS asi como la fosftrilacicn oxidativa. Por ultimo 
se pretendia analizar a rivel estructural los cambios 
de permeabilidad encontradcs.
Ya que uno de estes cambios fue, como se verâ, 
un engrosamiento de las parades celulares, se tratô de 
iniciar el anâlisis enzimâtico de este hecho. Por ello, 
se escogiô el enzima initial en la cadena biosintética del 
peptido-glicano, el enzima que sintetiza glucosamina-6-P.
Se pretendia entonces estudiar su comportamiento in vivo 
f rente a la presencia del fenol en los medios de cultivo, 
asi como su comportamientt in vitro. Para ello, fue preciso 
purificarlo, determiner sus constantes cinéticas, tempera­
ture y  pH ôptimos, asi cc .t.c  su peso molecular. También 
se estudiaron sus espectrcs de absorciôn y de fluorescen- 
cia y  las modificaciones que en estas caracteristicas 
de la proteina introducîa el acido L-ùsnico cuando ambos, 
fenol y proteina, eran incubados juntos. De este estudio 
se pretende deducir una explicaciôn de los cambios de 
permeabilidad y  de estructura observados.
2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Microorganismo utilizado.- Para el desarrollo 
de este trabajo se ha utilizado Proteus mirabilis, NCIB 5887, 
bacteria gram negative, movil, con flagelos peritricos, per- 
teneciente a la familia Enterobacteriaceae ( orden Eubacte- 
riales ).
Es bacteria productora de ureasa y fenilalanina 
desaminasa; fermenta dextrosa, pero no lactosa. Su habitat 
es el tracto intestinal humano y el de algunos animales.
Son resistentes a la mayoria de los antibioticos utiliza- 
dos ( CLANCY,1973) .
2.2. Medios y condiciones de cultivo.- El micro­
organismo se mantenla en medios solidos recomendados por 
MAGa NA-PLAZA y RUIZ-HERRERA (1967) cuya composicion basal 
era la siguiente: PO^HK^, 0,7%, PO^H^K, 0.3%, S0^Mg-7H^0, 
0,01%, glicerol, 0,4 %, peptone, 0,5%, agar, 1,5%.
Los cultivos liquidos se realizaban sobre el 
medio recomendado por los mismos autores, a los que se 
adicionaba suifato amonico como fuente de nitrogeno y 
glucosa como fuente de carbono, resultando con la siguien­
te composicion: PO^HK^, 1,16%, PO^H^K, 0,5%, SO^Mg-7HgO, 
0,004%, ClNa, 0,48%, acido nicotinico, 0,00024%, glucosa, 
1,0%, S0^(NH^)g, 0,53%. Cuando se especifica, se adicionaba 
acido L-usnico (1,4 mg/1 o 14,0 mg/1 ), actinomicina D 
( 50 Ô 100 uM ) o cloranfenicol ( 10, 30 6 100 mg/1 ).
Para la valoracion de la capacidad oxidativa 
del acido fumarico, asi como para las valoraciones de 
las actividades enzimaticas isocitrato, succinato y mala- 
to deshidrogenasa ) se substituyo la glucosa por sales 
sodicas de los acidos acetico, fumarico o citrico a una 
concentracion 50 mM
2.3. Estimacion del crecimiento.- El crecimiento 
de las poblaciones bacterianas, en los distintos medios 
de cultivo, se estimo por medida de la densidad optica a
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910 nm. Se tomaron muestras de 1,0 ml a lo largo del tiempo 
de experimentacion, siendo diluidas en proporcion 1:3 (v/v) 
con agua destilada, previamente a la lectura de la densidad 
optica, operacion que se realizaba en un Spectronic 20 
de Bausch and Lomb. Las medidas de densidad optica se 
transformaban en valores de peso seco segun una recta 
patron, confeccionada con valores conocidos.
Para estimar el crecimiento como incremento en 
el numéro de viables se utilizaron, a los mismos tiempos, 
diluciones seriadas en potencies de diez, siendo las 
bacterias posteriormente sembradas en medio sôlido, en 
plaça pétri, donde se mantenian durante 48 horas a 37°, 
al cabo de los cuales se efectuaba el recuento de colo­
nies ( COLLINS, 1964 ).
El crecimiento fue estimado, en todos los casos, 
para cultivos sobre los diferentes medios liquidos, lleva- 
dos a cabo a 37° con una agitaciôn continua de 120 oscila- 
ciones por minuto.
2.4. Obtention de extractos libres de células.- 
Las bacterias que habian sido sembradas en medios liquidos 
eran recogidas, a los tiempos indicados, por centrifugaciôn 
a 16.000 X g durante 15 minutes a 4°C, en una centrifuge 
Beckman J2-21, lavadas dos veces con cloruro sôdico 0,1 M 
para éliminer los restes del medio y resuspendidas en el 
tampon correspcndiente al pH deseado para la actividad 
enzimâtica que se fuese, en cada caso, a valorar. Este 
tampon contenia EDTA 1,0 mM y DTT 1,0 mM para valoracion 
de glucosamina-6-P sintetasa y 2-mercapto etanol 0,14 M 
para la valoracion de los enzimas del ciclo de KREBS.
Las bacterias resuspendidas en esta forma eran 
sometidas a disrupciôn por ultrasonidos durante 1 minuto 
a 8.000 micrones con protection de hielo. El extracto 
era entonces centrifugado a 29.000 x g durante 30 minutes 
a 4°. El sobrenadante fue utilizado como extracto libre
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de células.
Los medios donde habian crecido las bacterias, 
una vez eliminadas éstas, fueron dializados durante 24 
horas frente a tampon fosfato 150 mM, pH 7,5, cambiando
cuatro veces el bafio de diâlisis.
2.5. Medida de la cantidad de proteinas.- La 
valoracion de la cantidad de proteinas se realize por el 
método de LOWRY et al. (1951), utilizando seroalbùmina 
bovina como patron.
2.6. Medida de las actividades enzimaticas--
2.6.1. Actividad glucosamina-6-P sintetasa. Se 
valorô segùn el método descrito por GHOSH et al. (1960),
realizado de la siguiente manera:
2.6.1.1. Ensayo enzimâtico. Las mezclas de reac­
ciôn contenian 40 wmoles de fructosa-6-P, 30 nmoles de 
L-glutamina, 5 nmoles de EDTA, la cantidad que, en cada 
caso, se indique de proteina y teimpôn fosfato 1 50 mM,
pH 7,5 hasta completar un volumen de 2,0 ml. Después de 
incubar durante 30 minutos a 37°, la reacciôn era deteni- 
da por ebulliciôn durante 2 minutos. La mezcla se cen­
trif ugaba a 5.000 X g durante 10 minutos y el sobrena­
dante era utilizado para valorar los aminoazûcares for- 
mados. Del mismo modo se procedla con los diferentes 
contrôles.
2.6.1.2. Acetilaciôn de la glucosamina formada.
A 0,8 ml de la mezcla de reacciôn que contenia la hexo- 
samina se le afladieron 0,1 ml de una disoluciôn saturada 
de bicarbonato sôdico y 0,1 ml de anhidrido acético al
5% en agua mantenida en hielo fundente ( este reactivo 
se preparaba instantes antes de ser usado ). Después 
de agitar vigorosamente la mezcla, se mantenia 3 minutos 
a temperatura ambiente y el exceso de anhidrido acé­
tico era destruido por calentamiento en agua hirviendo
21
durante 3 minutos, enfriândose a continuaciôn a tempera­
tura ambiente.
2.6.1.3. Valoracion de la glucosamina acetilada. 
Se valorô por colorimetria en funciôn de la intensidad de 
color desarrollado al reaccionar con el reactivo,de ERLICH, 
compuesto por 1,0 g de p-dimetilamino benzaldehido y 1,25 
ml de CIH 10 N, diluyendo hasta 100 ml con acido acético 
glacial.
Se procediô de la siguiente manera: alicuotas de 
la disoluciôn de glucosamina acetilada, contrôles, blancos 
y patrones eran tratados con 0,1 ml de borato sôdico 0,8 M, 
ajustado a pH 9,0; estas mezclas eran entonces calentadas 
durante 3 minutos en un banc de agua hirviendo, enfria- 
das râpidamente e incubadas durante 20 minutos a 37° con
6,0 ml del reactivo de ERLICH. El color desarrollado era • 
inmediatamente medido a 585 nm en un espectrofotômetro 
Zeiss PM2 D L . Una unidad de actividad especifica se defi- 
nia como wg de producto/mg de proteina y hora.
2.6.2. Actividad mâlico deshidrogenasa. Fue valo- 
rada empleândose el método de OCHOA (1955). Laz mezclas
de reacciôn contenian 75 wmoles de tampôn Tris-CIH, pH
7,4, 3,0 wmoles de Cl^Mn, 0,135 umoles de NADP^, 1,5 wmo­
les de L-malato ( ajustado a pH 7,4 con KOH ), 0,5 mg
de proteina y agua hasta completar un volumen de 3,0 ml.
La reacciôn, y los correspondientes contrôles, se siguie- 
ron a 25°, valorândose la reducciôn de NADP^ como incre­
mento en la densidad ôptica de las mezclas a 340 nm.
Se utilizô como unidad de actividad especifica 
el ADO^^^/mg de proteina y minuto.
2.6.3. Actividad isocitrico deshidrogenasa. Se 
empleô el método descrito por KORNBERG (1955). En un 
volumen de 3,0 ml se mezclaron 100 pmoles de Tris-CIH, 
pH 7,0, 10 umoles de Cl^Mg, o,5 pmoles de NADP^, 0,4 
pmoles de DL-isocitrato y 0,5 mg de proteina.
La reacciôn fue seguida a temperatura de 25°,
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estimândose la reducciôn del piridin nucleôtido como incre­
mento en la densidad ôptica a 340 nm. Una unidad de acti­
vidad especifica se definia como a DO^^q ^^/mg de protei­
na y minuto.
2.6.4. Actividad succinico deshidrogenasa. Se 
utilizô el método de BONNER (1955). Las mezclas de reac­
ciôn contenian 30 pmoles de CNK a pH neutro, 3,0 pmoles 
de Fe(CN)^K-, 40 pmoles de succinato sôdico, 300 pmoles
D j
de Tris-CIH, pH 7,2 y 0,5 mg de proteina en un volumen 
final de 3,0 ml.
La reacciôn, seguida a 25°, se estimô como 
descenso en la densidad ôptica a 400 nm en funciôn de 
la reducciôn del hexacianoferrato (III) potâsico.
Se definia como unidad de actividad especifica 
el ADO^Q^/mg de proteina y minuto.
2.7. Preparaciôn de vesiculas y  medida de la 
fosforilaciôn oxidativa.- Las vesiculas de membrana 
fueron preparadas por el método descrito por TSUCHIYA 
(1976). Las células aisladas eran incubadas con lisozi- 
ma-EDTA durante 30 minutos a 4°. Los esferoplastos fue­
ron recogidos por centrifugaciôn a 12.000 x g durante 
30 minutos y suspendidos en fosfato potâsico 0,1 M con- 
teniendo sacarosa al 20%, con un pH de 6,6. Los esfero­
plastos fueron lisados por diluciôn con 20 ml de fosfa­
to potâsico 50 mM, pH 6,6 conteniendo ADP 5 mM e incuba­
dos a 37°. Después de agitar vigorosamente durante 
5 minutos, se ahadiô SO^Mg hasta una concentraciôn 5 mM 
y ADNasa hasta alcanzar una concentraciôn final de 
20 pg/ml y se agitô, de nuevo durante 5 minutos, a 
temperatura ambiente. La suspensiôn fue centrifugada 
a 48.000 X g durante 30 minutos a 4° y  el precipitado
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se resuspendiô en una disoluciôn de fosfato potâsico 50 mM 
que contenia ADP 5 mM. La suspensiôn fue centrif ugada a
3.000 X g durante 15 minutos con el fin de separar las 
células y los esferoplastos que no hubiesen sido rotos. El 
sobrenadante fue entonces centrif ugado a 60.000 x g a 4° 
durante 20 minutos en una centrifuga Beckman L2-65B,con 
rotor SW 50.1. El precipitado fue lavado con fosfato 
potâsico 10 mM, de pH 7,0, que contenia sacarosa 0,28 M 
y SO^Mg 5 mM y resuspendido en el mismo tampôn hasta alcan­
zar la concentraciôn de proteina que se indique. Los expe- 
rimentos a realizar con estas preparaciones lo fueron 
siempre en el mismo dia de la obtenciôn.
2.8. Valoraciôn de la desapariciôn de glucosa 
de los medios de cultivo. En los medios de cultivo suple- 
mentados con glucosa y suif ato amônico, y una vez eliminadas 
las células por centrif ugaciôn, se procediô a valorar 
la concentraciôn del azucar rémanente, empleândose para 
ello el método de la glucosa-oxidasa, segùn describen 
SOLS y DE LA FUENTE (1957). Las mezclas de reacciôn conte­
nian 0,1 ml de una disoluciôn de peroxidasa a una concen­
traciôn de 1 mg/ml en tampôn fosfato 0,1 M, pH 7,0, 0,2 
ml de una disoluciôn de glucosa-oxidasa, a una concentra­
ciôn de 2 mg/ml del mismo tampôn, o ,3 ml de una disolu­
ciôn de 0-dianisidina a concentraciôn de 2 mg/ml del 
mismo tampôn, 1 ,o ml del medio a valorar y 1,0 ml del 
tampôn descrito.
La mezcla de reacciôn, y los correspondientes 
contrôles, eran mantenidos a 30°, deteniéndose la reacciôn 
por adiciôn de CIH 6 N y midiendo el color desarrollado 
a 450 nm. Los valores de densidad ôptica obtenidos se 
transformaron en pmoles de glucosa mediante una recta 
patrôn confeccionada con disoluciones de glucosa cono- 
cidas.
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2.9. Valoraciôn de la desapariciôn de amonio 
de los medios de cultivo. En los medios de cultivo suple- 
mentados con sulfato amônico y glucosa, se valorô'el amo­
nio rémanente utilizando para ello el reactivo de Nessler 
( STANDARD METHODS, 1955 ). El color desarrollado fue es­
timado por medida de la densidad ôptica a 440 nm, trans- 
formando los valores obtenidos en concentraciones de amo­
nio mediante una recta patrôn construida con molaridades 
crecientes de sulfato amônico puro.
2.1O.Oxidaciôn de fumarato por células enteras.- 
El consumo de oxlgeno fue valorado empleândose la técnica- 
convencional del respirômetro de WARBURG. Las medidas 
fueron tomadas a 37° utilizândose aire como fase gaseosa 
y 0,2 ml de hidrôxido potâsico al 40% (peso/volumen) colo- 
cados en el pocillo central. El compartimente principal 
del vaso contenia 1,0 mg ce células enteras y suficienue 
cantidad de tampôn fosfato 50 mM, pH 6,9 para dar un 
volumen final de 2,5 ml.
Después de equilibrar, se afladieron 0,5 ml de 
sal sôdica del âcido fumârico, a una concentraciôn 50 mM, 
sobre las células desde el brazo lateral. El consumo de 
oxlgeno fue seguido durante 30 minutos, al cabo de los 
cuales se eliminaron las células por filtraciôn de la 
mezclas a través de filtres Millipore con poros de 0,22 u 
de diâmetro. El fumarato rémanente en el medio fue valora­
do segûn el método descrito por ALBERTY et al. (1954), segùn 
su coeficiente de extinciôn molar a 240 nm.
2.11. Resistencia al choque osmôtico. La resis- 
tencia a choque osmôtico se estimô suspendiendo células 
enteras y lavadas previamente, en agua destilada, man- 
teniéndolas en agitaciôn constante a 37° durante periodos 
de tiempo que oscilaban entre 0 y 6 horas, midiéndose 
la densidad ôptica de las suspensiones a 910 nm.
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2.12. Purificaciôn del enzima glucosamina-6-P 
sintetasa. Todas las operaciones descritas a continuaciôn 
se realizaron a 4° y las centrifugaciones a 16.000 x g 
durante 15 minutos, salvo que se especifique lo contra­
rio.
2.12.1. Preparaciôn del extracto libre de células.
7,0 g de bacterias, en peso seco, fueron recogidos
en la iniciaciôn de la fase exponencial de crecimiento, la­
vadas las células dos veces con cloruro sôdico 0,1 M y
resuspendidas en 40 ml de tampôn fosfato 150 mM, pH 7,5 
conteniendo EDTA y DTT a concentraciôn 1 mM en ambos 
casos. Las células fueron sometidas a sonicaciôn durante 
1 minuto a 8.000 micrones, con protecciôn de hielo, y 
centrifugadas a 29.000 x g durante 15 minutos. Recogido 
el sobrenadante, el precipitado fue resuspendido en 10 ml 
del mismo tampôn y centrifugado de nuevo. Ambos sobre- 
nadantes fueron unidos y la mezcla utilizada como extrac­
to libre de células.
2.12.2. Eliminaciôn de acidos nucleicos. 47 ml 
del extracto fueron tratados con 10 ml de sulfato de 
polimixina al 2,0% ( ajustados a pH 7,0 con hidrôxido 
amônico ). Al cabo de 30 minutos de vigorosa agitaciôn, 
la mezcla fue centrifugada a 40.000 x g, deshechândose 
el precipitado
2.12.3. Adsorciôn sobre gel de fosfato câlcico.
El gel de fosfato câlcico fue preparado segùn
las recomendaciones de LEGGET-BAILEY (1967) y equilibra- 
do con tampôn fosfato 1 mM, pH 7,5 conteniendo EDTA y 
DTT 1 mM. Al sobrenadante de la precipitaciôn con sul­
fato de polimixina se le anadiô el gel en una proporciôn 
de 7 5 mg de peso seco de gel por mg de proteina. Después 
de mantener la mezcla en agitaciôn durante 20 minutos, 
fue centrifugada.
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La mayor parte de la proteina quedô adsorbida 
en el precipitado, del que fue extraida por resuspension 
del mismo en molaridades crecientes de tampon fosfato, 
pH 7,5, variando desde 1 0 a  600 mM, conteniendo en todos 
los casos, EDTA y DTT a las concentraciones indicadas 
anteriormente. La mayor actividad especifica fue eluida 
en la fracciôn 50 mM.
2.12.4. Cromatografia de intercambio iônico 
sobre DEAE-celulosa. La DEAE-celulosa fue preparada por 
el método descrito por SEUBERT-REMBERGER (1961) equili- 
brândose con tampôn fosfato 10 mM, pH 7,5 y cloruro sô­
dico 20 mM, conteniendo EDTA y DTT. La fracciôn obtenida 
como eluato del gél de fosfato câlcico fue concentrada 
a 5 ml por ultrafiltraciôn en Amicôn, utilizando una 
membrana UM-2. A continuaciôn fue cargada en una colum- 
na de 2,5 cm de diâmetro por 10,0 cm de altura contenien­
do 3 g de DEAE-celulosa. La columna fue entonces lavada su- 
cesivamente con disoluciones de tampôn fosfato 8 mM, 
pH 7,5, conteniendo EDTA y DTT asi como molaridades cre­
cientes de ClNa, desde 50 nuM a 500 mM. La mayor actividad 
enzimâtica eluyô de la columna en la fracciôn que con­
tenia ClNa 150 mM.
2.13. Estimaciôn del âcido L-ùsnico ligado al 
enzima. Alicuotas de ~250 wg de enzima purif icado fue­
ron incubadas durante 5 minutos a 37° con âcido L-ùsnico 
a concentraciones variables ( 0,6-25 wg ) en un volu­
men final de 2,0 ml completado con tampôn fosfato 150 mM 
de pH 7,5. Al cabo de este tiempo, la proteina fue adsor­
bida sobre gel de fosfato câlcico en las proporciones 
indicadas en el apartado 2.12.3. y centrifugada después 
a 10.000 X g durante 30 minutos. En el sobrenadante se 
valorô el âcido ùsnico libre, segùn su coef iciente de 
extinciôn a 290 nm. Los valores de la densidad ôptica
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fueron transformados en yg de âcido L-ùsnico mediante una 
recta patron elaborada con concentraciones conocidas del 
fenol. Los resultados obtenidos se representaron segùn 
el método de SCATCHARD (1950).
2.14. Electroforesis en gel de poliacrilamida.
2.14.1. Sistema de gel en plaça en gradiente lineal 
de poliacrilamida. Los geles en gradiente lineal abarcaron 
desde un 5 a un 15% de poliacrilamida. La relaciôn acri- 
lamida/bisacrilamida empleada fue de 38/1 . Como cata- 
lizadores de la polimerizaciôn se emplearon TEMED al 12-10 ^ 
por ciento y persulfato amonico al 1,25-10 ^% para el 5% de 
poliacrilamida y de 1,0.10 ^% para el 15%. El tampon em- 
pleado fue Tris-CIH 0,38 M, pH 8,7.
La polimerizaciôn se efectuô a temperatura ambien­
te durante una hora. El gel de concentraciôn de la mues­
tra fue realizado al 4% de poliacrilamida. En las cubetas 
se empleô tampôn tris-glicina 37,5 mM, pH 8,3. Las muestras, 
antes de ser introducidas en el gel, se mezclaron con 
glicerol al 25% (v/v). Como indicador se empleô azul de 
bromofenol al 1%.
La electroforesis de desarrollô a temperatura 
ambiente, en vertical, a tensiôn constante de 100 v para 
la entrada de la muestra y 1 5o v para el resto del recorrido. 
La migraciôn fue hacia el âr.odo.
Los geles fueron tenidos con azul Coomassie R-250, 
utilizando para ello dos disoluciones ( FAIRBANKS et al.,
1971 ), compuestas por:
15 azul Coomassie al 0,025%, isopropanol al 25% y âcido 
acético al 10%. En ella se mantuvo el gel sumergido du­
rante 24 horas.
25 azul Coomassie al 0,0025%, isopropanol al 10% y âci­
do acético al 10%. En ella, el gel se mantuvo durante 12 
horas.
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El fondo de los geles fue destenido manteniéndo- 
los en âcido acético al 10% durante varios horas.
2.14.2. Sistema de gel en plaça en gradiente 
lineal de poliacrilamida con SDS. El gradiente lineal de 
poliacrilamida se contruyô desde un 5% a un 15%. usando 
un gel de concentraciôn de muestra al 4%. La relaciôn 
acrilamida/bisacrilamida fue la misma que en el apartado 
anterior, asi como las proporciones de TEMED y de per­
sulfato amônico.
El tampôn gel utilizado fue Tris-CIH 0,38 M, 
pH 8,7 mâs SDS al 0,1% (p/v) y DTT 1 mM. Las cubetas 11e- 
varon tampôn Tris-glicina 37,5 mM, pH 8,3 mâs S3 al 1%
(p/v) y DTT 1 mM.
Las muestras del enzima fueron tratadas durante 
5 minutos a 80° con SDS en proporciôn de 6 g de detergente 
por g de proteina, en un volumen final de 80 pl, para no 
alcanzar la concentraciôn miscelar critica del SDS, y 
DTT 5 mM. Antes de ser incluidas las muestras en el gel, 
se les anadiô glicerol al 25% (v/v).
2.15. Determinaciôn del peso molecular de la glu- 
cosamina-6-P sintetasa. El peso molecular del enzima se 
determinô segùn su movilidad relativa en electroforesis 
( LARSKY, 1978 ), representando el logaritmo del peso 
molecular f rente a dicha movilidad y utilizando como pa­
trones proteinas de peso molecular conocido. La movilidad 
relativa fue calculada de acuerdo con lo descrito por WE­
BER y OSBORN (1969).
2.16 Preparaciôn de células para microscopia 
electrônica. Las preparaciones de las bacterias para su 
observaciôn al microscopic electrônico fueron llevadas 
a cabo por fijaciôn de dichas células en glutaraldehido 
a 25° durante 2 horas; al cabo de este tiempo las células 
fueron post-fijadas en tetrôxido de osmio y después tra-
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tadas citrato deplomo y acetato de urariilo, segun el método 
descrito por HIGGJNGS (1972)
2.17. Espectroscopia.
2.17.1. Espectros de absorciôn ultravioleta.
El espectro de la sintetasa purificada, a una concentra­
ciôn de 1 mg/ml, fue realizado en un espectrofotômetro 
Varian Techtron 635 manteniendo los siguientes factores: 
ancho de la rendija, 0,2 irjn; velocidad del registrador,
50 nm/minuto; velocidad de barrido, 25 nm/minuto y sen- 
sibilidad de 0,1 v. El espectro del âcido L-ùsnico fue 
medido de la misma manera.
2.17.2. Espectros de fluorescencia: emisiôn y 
excitaciôn. El espectro de fluorescencia del enzima 
purificado, a concentraciôn de 0,1 mg/ml fue medido
en un espectrofluorimetro diferencial absolute FICA 55 MK II. 
Los factores utilizados para, el espectro de emisiôn fue­
ron: ancho de banda del monccromador de excitaciôn,
7,5 nm; ancho de banda del monocromador de emisiôn, 2,5 nm; 
ganancia del amplificador, 50; respuesta del registra­
dor, 5 mv/cm.
Los correspondientes a la estimaciôn del espectro 
de excitaciôn fueron: ancho de banda del monocromador de 
emisiôn y de excitaciôn, 7,5 nm; ganancia del amplifica­
dor, 10; velocidad de barrido, 5 nm/minuto; respuesta 
del registrador, 5 mv/cm.
Addenda a 2.7. La fosforilaciôn oxidativa fue estimada a 2 3° 
e iniciada por adiciôn de fumarato. La reacciôn fue parada 
por adiciôn de âcido perclôrico frîo, quitada la proteina 
y estimado el ATP formado por acoplamiento a luciferina- 
luciferasa ( TSUCHIYA, 1976 )
/ '.  ! .
3. RESULTADOS
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3.1. Efecto del L-usnato sobre el crecimiento 
de Proteus mirabilis y sobre la capacidad de oxidacion 
del fumarato.
Las bacterias fueron sembradas en medios li­
quidos suplementados con la sal scdica de los acidos 
acético, fumarico o citrico, a una concentraciôn de 
50 mM, en presencia o ausencia de L-usnato a dos con­
centraciones distintas, 1,4 yg/ml ô 14 yg/ml. El cre­
cimiento de la poblaciôn bacteriana fue estimado bien como 
incremento en el peso seco de los cultivos, bien como 
incremento en el numéro de células viables. En la figura 
2 se observa una larga fase de latencia que abarca al 
menos las cinco primeras horas de experimentacion para 
los cultivos realizados sobre acetato o sobre fumarato, 
fase de latencia que se extiende hasta las 10 horas de 
experimentaciôn cuando el microorganismo ha sido sembra- 
do sobre citrato. En los dos primeros casos, el numéro 
de viables incrementa en forma paralela al incremento en 
peso, mientras que en el tercero, la invariabilidad del 
peso seco a lo largo de las diez horas de cultivo va 
acompafiada de un descenso en el numéro de viables que 
se estabiliza a partir de la quinta hora.( figura 3 ).
La inclusiôn de L-usnato a la menor concentra­
ciôn resefiada modif ica este comportamiento, producién­
dose un crecimiento activo, tanto entendido como aumen­
to del peso seco del cultivo como en aumento del numéro 
de viables, desde las primeras horas después de la 
siembra ( figuras 4 y 5 ). Cuando la droga es incluida a 
la mayor concentraciôn citada se détecta un aumento del 
peso seco mucho mâs râpido y de mayor entidad que en los 
casos anteriores ( figura 6 ), aunque el incremento en 
el numéro de viables va precedido de una disminuciôn 
en las primeras horas cuando se utilizan fumarato o
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Figura 2. Incremento en el peso seco de cultivos de Pro­
teus mirabilis creciendo sobre ( A )  acetato, 
(•) fumarato o ( ■ )  citrato 50 mM.
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Figura 3. Evolucion del numéro de viables en cultivos 
de Proteus mirabilis sembrados sobre medios 
que contienen acetato, fumarato o citrato 
como fuentes de carbono. Se utilizan los 
mismos simbolos que en la figura 2.
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Figura 4. Incremento ri el peso seco de cultivos realiza­
dos sobre acetato, fumarato o citrato en presencia de 
L-usnato a una concentraciôn 1,4 ug/ml.
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Figura 5. Variaciôn en el numéro de viables para cultivos
llevados a cabo en presencia de acetato, fumarato 
citrato y L-usnato a una concentraciôn de 1,4 
ug/ml.
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Figura 6. Incremento en el peso seco de cultivos realizados 
sobre acetato, fumarato o citrato en presencia 
de L-usnato 14,0^ug/ml.
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Figura ?• Variacion en el numéro de viables para cultives 
realizados sobre acetate, fumarato o citrate en 
presencia de L-usnate a una cencentraciôn de
14,0 ng/ml.
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citrate. Para todos les tratamientes, el mayer nivel de 
crecimiente se detecto cuande la fuente de carbone sumi- 
nistrada al medio fue acetate.
Los resultados referentes a la capacidad de oxidar 
fumarato, estimada en funcion de consume de oxigeno por 
células enteras asi como en la cantidad de fumarato ré­
manente en las mezclas de reaccion se muestra en la Tabla I. 
Las unicas células que presentan capacidad para oxidar fu­
marato son aquellas que ban crecido sobre esta fuente de 
carbono. La adicion de usnico en la menor concentracion 
utilizada modifica estos resultados. En estas condiciones, 
el fumarato es eficientemente oxidado por las células cre- 
cidas tanto sobre fumarato como sobre acetato y escasa- 
mente por las bacterias sembradas sobre citrato. Cuando 
la droga es incluida en el medio en una concentracion 
de 14,0 pg/ml, se observa un consume de oxigeno muy supe­
rior, y por tanto, mayor capacidad de oxidar fumarato 
por parte de las células crecidas sobre cada una de las 
fuentes de carbono. El fumarato remanente en las mezclas 
de reaccion, valorado en funcion de su coeficiente de ex- 
tincion molar y una vez eliminadas las células por fil- 
tracion, muestra una evolucion concordante con la obser- 
vada para el consume de oxigeno
3.2. Efecto del L-usnato sobre les niveles de 
actividad de deshidrogenasas del ciclo de KREBS.
Las células fueron cultivadas sobre les medios 
indicados, conteniendo o no L-usnato y las diferentes 
deshidrogenasas fueron valoradas en extractos libres de 
células, al tiempo cero y a las diez horas de cultive.
Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla II.
La actividad isocitrato deshidrogenasa muestra 
un ligero incremento en funcion del tiempo de cultive 
para cualquiera de las fuentes de carbono utilizadas
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La inclusion en les medios de L-usnato a las dos concen- 
traciones senaladas no modifica los niveles de actividad.
En lo referente a la mâlato deshidrogenasa, no se aprecia 
ningùn cambio en los niveles de actividad para las células 
crecidas en los medios expresados, ni en presencia ni en 
ausencia de la droga. Por el contrario, la succinato des­
hidrogenasa présenta un descenso de actividad en funcion 
del tiempo de cultivo para los très medios utilizados. Este 
descenso es mayor en los cultives contrôles sobre fumarato 
y sobre acetato que en el caso de existir suplemento de 
L-usnato. Por el contrario, la disminuciôn de actividad 
es mayor para los cultives realizados sobre citrato en 
presencia de L-usnato que cuando esta ausente la droga.
Ni el consume de oxigeno ni la fosforilaciôn 
oxidativa cambian usando vesiculas de membrana aisladas 
de células hechas crecer en presencia o en ausencia de 
la droga ( ver Tabla 111 ).
3.3. Modificacion de la resistencia osmôtica 
en células cultivadas sobre L-usnato.
Los cambios en la resistencia a choque os- 
môtico se estudiaron en células que habian crecido du­
rante 10 horas en medios suplementados con fumarato 
en presencia de L-usnato a una ùnica concentracion de 
14,0 pg/ml. Las variables consideradas fueron la den- 
sidad optica a 910 nm y el numéro de células viables.
En la figura 8 se observa un descenso en la densidad 
optica paralelo a la disminuciôn del numéro de viables, 
descenso que es notablemente menor para los microorga- 
nismos crecidos en presencia de L-usnato que para las 
bacterias cultivadas en ausencia de la substancia li- 
quénica.
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TABLA III. Consume de oxigeno y formaciôn de ATP por 
vesiculas de membrana aisladas de Proteus 
mirabilis. Cada valor es la media de très 
repeticiones.
L-usnato incluido 
en el medio de 
cultivo (ug/ml)
Consume de oxigeno 
( pmol/mg proteina 
y minute )
ATP formado 
(pmol/mg pro­
teina y min)
-- 1,55 + 0,07 4,75 ± 0,30
1 ,4 1,62 + 0,10 5,01 + 0,50
14,0 1 ,52 + 0,09 4,52 + 0,40
1 mg de vesiculas de membrana cebadas con ADP son sus- 
pendidas en tampon fosfato 50 mM, sacarosa 0,28 M y 
ClgMg 5 mM. La reaccion se inicia por adiciôn de fu­
marato 20 mM { en un volumen final de 3,0 ml ) y se- 
guida durante 5 minutes.
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Figura 8. Descenso en la densidad ôptica a 910 nm 
( circulos ) y en el numéro de células 
viables ( triângulos ) de bacterias 
resuspendidas en agua destilada. ( # , A )  
células sembradas sobre fumarato; (o, A  ) 
células sembradas sobre fumarato y 
suplementadas con L-usnato ( 14,0 pg/ml ).
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3.4. Observaciôn de las células al microscopio 
electfônico.
Las bacterias sembradas sobre fumarato, en 
medios suplementados o no con L-usnato ( 14,o pg/ml ) 
fueron preparadas segûn se especifica en materiales 
y métodos y observadas al microscopio electrônico. La 
figura 9 muestra células que han crecido en medios con­
trol, en las que puede observarse la membrana plasmâ- 
tica, el espacio periplâsmico ampliado por plasmolisis 
debida al proceso de preparaciôn de las muestras, y la 
pared celular. Las bacterias cultivadas en medios que' 
contienen L-usnato muestran la membrana plasmâtica 
parcialmente destruida, en la zona polar en las formas L, 
en una zona indeterminada en las formas S, destrucciôn 
que siempre esta acompafiada por un engrosamiento de la 
pared, justo en la zona que se corresponde con la dis- 
rupciôn mencionada.( figura 10 ).
3.5. Efecto del âcido L-ûsnico sobre el cre- 
cimiento de Proteus mirabilis y sobre la actividad 
glucosamina-6-P sintetasa.
Las bacterias fuenron sembradas en medios 
liquidos suplementados con glucosa 50 mM y sulfato amô- 
nico 40 mM en presencia de âcido L-ûsnico a concentra­
cion de 14,0 pg/ml. El crecimiento en estas condiciones, 
estimado como incremento en el peso seco del cultivo y 
en numéro de células viables, se représenta en la 
figura 11. En ella puede observarse una fase de la- 
tencia en las horas iniciales del cultivo, seguido de 
un incremento progresivo a lo largo de las siguientes 
h'oras de experimentaciôn, en cuanto a peso seco se 
refiere. En cuanto al numéro de viables, esta fase de 
latencia se corresponde con una disminuciôn solo para 
los cultivos realizados en presencia de la droga.
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Figura 9. Células de Proteus mirabilis cultivadas durante 
10 horas sobre fumarato 50 mM. mp = membrana 
plasmâtica; pc = pared celular.
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Figura 10. Células de Proteus mirabilis cultivadas durante 
10 horas sobre fumarato 50 mM y L-usnato a una 
concentracion de 14,0 ug/ml. mr= membrana 
plasmâtica rota; pce = pared celular engrosada.
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Figura 11. Crecimiento de Proteus mirabilis, estimado 
como peso seco ( circulos ) o como numéro 
de viables ( triângulos ). Las bacterias 
han sido sembradas sobre glucosa 50 mM y 
sulfato amônico 40 mM (e,A) o en el mismo 
medio suplementado con âcido L-ûsnico 
(o, A )
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La presencia de la substancia liquénica no 
modifica substancialmente este comportamiento, observân- 
dose un incremento en el peso seco, respecte al cultivo 
control, a lo largo de las ocho primeras horas de 
experimentaciôn y correspondiéndose con un menor numéro 
de viables.
Los niveles de actividad del enzima responsa­
ble de la slntesis de glucosamina-6-P fueron valorados 
tanto en los extractos libres de células como en los 
medios de cultivo, segûn se especifica en materiales 
y métodos. La actividad enzimâtica para los extractos 
se muestra en la figura 12. En ella puede observarse 
un aumento progresivo de la actividad a lo largo del 
tiempo de experimentaciôn, incremento que es ligeramen- 
te superior para bacterias cultivadas sobre âcido L-ûs- 
nico durante las ocho primeras horas. Los niveles de 
enzima excretado al medio ( figura 13 ) presentan un 
comportamiento paralelo, aunque la excreciôn se ve sig- 
nificativamente dismunuida cuando el cultivo se ha llevado 
a cabo en presencia de la substancia liquénica
3.6. Estimaciôn del consumo de glucosa y sulfato
amônico.
En las condiciones anteriormente descritas, 
se ha valorado la desapariciôn de glucosa y sulfato 
amônico de los medios de cultivo por estimaciôn directa 
de los rémanentes, como parâmetro de su posible meta- 
bolizaciôn por las bacterias y como Indice que asegure su 
persistencia en los medios a lo largo de todo el pério­
de de experimentaciôn, de manera que las actividades 
enzimâticas encontradas no se pudiensen malinterpre- 
tar en ningûn momento por carencia de nutrientes.
La cantidad de glucosa remanente fue valorada
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Figura 12. Evolucion de la actividad glucosamina-6-P 
sintetasa en extractos acelulares de bac­
terias cultivadas en presencia (o) o en 
ausencia de âcido L-ûsnico (•).
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Figura 13. Evolucion de la actividad glucosamina-6-P 
sintetasa excretada al medio por células 
cultivadas en presencia (o) o ausencia (•) 
de la droga.
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por el método de la glucosa-oxidasa. En la figura 14 se 
observa un rapide consumo del azûcar en las dos prime­
ras horas subsi guientes a la siembra, comportamiento 
que prosigue mas atenuado durante el resto del tiempo 
de cultivo, consumiéndose al cabo de 10 horas apro- 
ximadamente la mitad de la glucosa inicial en los 
medios control. La presencia del âcido L-ûsnico en el 
medio proporciona un comportamiento paralelo, apreciân- 
dose un consumo de glucosa levemente menor que en el 
caso anterior para el tiempo final del cultivo.
Los niveles de amonio remanente, valorados 
por el método de Nessler, se representan en la figura 15. 
Tanto en presencia como en ausencia de la substancia liqué­
nica se observa un râpido descenso en los niveles de 
amonio en los medios de cultivo para las dos primeras 
horas atenuândose a continuaciôn.
Substituyendo el sulfato amônico por L-gluta- 
mina 40 mM como fuente de nitrôgeno en los medios de 
cultivo, el crecimiento de las células se detiene com- 
pletamente para las diez horas de experimentaciôn, y la 
conducta del enzima cambia drâsticamente. Mientras que no 
se détecta actividad enzimâtica en los extractos pro­
cédantes de las células, un alto nivel de excreciôn del 
actividad al medio es puesto de manifiesto ( figuras 
16 y 17 ). Sin embargo, la adiciôn de âcido L-usnico 
en presencia de L-glutamina a los medios de cultivo 
hace incrementar notablemente la actividad correspon- 
diente a las células ( figura 16 ) mientras que dismi- 
nuye drâsticamente el nivel de actividad encontrado en 
los medios de cultivo ( figura 17 ).
3.7. Efecto de la actinomicina D sobre el cre­
cimiento y la actividad glucosamina-6-P sintetasa.
El efecto de un inhibidor de la transcripciôn
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Figura 14. Niveles de glucosa remanente en los medios 
de cultivo en ausencia (•) o presencia (o) 
de âcido L-ûsnico.
52-
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Figura 15. Niveles de amonio remanente en los medios de 
cultivo en presencia (o) o ausencia (•) de 
acido L-usnico.
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Figura 16. Efecto de la substituciôn del- sulfato 
amônico por L-glutamina 40 mM en los 
medios sobre la actividad del enzima 
en extractos. (•) control; ( B )  células 
sembradas sobre L-glutamina; (o) células 
sembradas sobre L-glutamina + âcido 
L-ûsnico.
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Figura 17. Excreciôn de glucosamina-6-P sintetasa a los 
medios de cultivo que contenian sulfato 
amônico (•), L-glutamina ( B )  o L-gluta­
mina + âcido L-ûsnico.( o ).
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fue estudiado por adicion a los medios de cultivo de 
actinomicina D a distintas concentraciones, tanto en
presencia como en ausencia de L-usnato.
La figura 18 muestra el efecto del antimeta- 
bolito sobre el crecimiento de Proteus mirabilis. La 
adicion de actinomicina D en el momento de la siembra, 
a concentraciones 50 pM o 100 pM provoca una total 
inhibicion del crecimiento bacteriano a lo largo de
las diez horas de cultivo ( figura 18.1 ). Cuando la
adicion se realize en presencia de âcido L-ûsnico no 
se modifica este comportamiento para una concentracion 
50 pM de actinomicina D; sin embargo, para una concen­
tracion 100 pM, se produce una inhibicion del creci­
miento durante las seis primeras horas de cultivo, 
incrementando el peso seco râpidamente para los 
tiempos siguientes y alcanzândose algo mâs del doble 
del peso inicial afi termine del tiempo utilizado 
( figura 18.2 ).
Los valores do actividad glucosamina-6-P sin­
tetasa se representan en la figura 19. El suministro 
de actinomicina D, en medio normal, a una concentra­
cion 50 pM permite lin aumento de actividad que al- 
canza su mâximo a las seis horas de cultivo, decayendo 
a continuaciôn hasta llegar a anularse por complete 
al cabo de las diez horas. Si la cencentraciôn del anti- 
metabolito es doble que la anterior, la inhibiciôn 
de la sintesis del enzima se hace neta en las seis 
primeras horas de cultivo, iniciândose una debil recu- 
peraciôn a partir de este momento.
Cuando la actinomicina C se adiciona a medio^A^^{>j^'j'^' 
contienen la substancia liquénica, la menor concentra- ï&tL'
cion del antimetabolito induce una conducta de acti- 
vidad enzimâtica seme jante a la originada por la mayor uidlioteca 
concehtraciôn de actinomicina en ausencia de la droga.
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Figura 19. Crecimiento de Proteus mirabilis en medios 
suplementados con actinomicina D 50 pM (•) 
o 100 pM ( ▲ )  en (1) ausencia o (2) presen­
cia de âcido L-usnico.
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Figura 19. Actividad glucosamina-6P sintetasa en extractos
de células sembradas en medios que contienen ( o , A ) 
o no (#,A ) âcido L-ûsnico, adicionando en 
en momento de la siembra actinomicina D 50 pM 
( circulos ) o 100 pM ( triângulos ).
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Por el contrario, la administraciôn del antimetabolito 
a concentracion 100 pM en medios suplementados con âci­
do L-ûsnico permite un notable aumento de los niveles 
de actividad enzimâtica desde las primeras horas, alcan- 
zândo un valor anormalmente alto al término del tiempo 
de experimentaciôn.
En lo referente a la actividad enzimâtica en- 
contrada en el medio de cultivo, en todos los casos 
se détecta un incremento en dicha actividad durante 
las primeras horas, por adiciôn de actinomicina D, de- 
creciendo a continuaciôn aunque sin llegar s anularse 
en ningûn caso ( figura 20 ). La ûnica excepciôn la 
constituyen los resultados observados cuando se suple- 
menta un medio normal, sin ûsnico, con actinomicina D 
100 pM, que origina un aumento continuado de actividad 
durante todo el tiempo considerado. El mâximo valor 
de actividad encontrado se alcanza a las seis horas, 
cuando la adiciôn del antimetabolito se realiza a la 
mayor concentraciôn de las ensayadas en medios suplemen­
tados con la substancia liquénica.
3.8. Efecto del cloranfenicol sobre el creci­
miento de Proteus mirabilis y la actividad glucosamina- 
-6-P sintetasa.
El efecto de la inhibiciôn de la traducciôn 
fue estudiado por adiciôn a los medios de cultivo, a 
tiempo cero, de cloranfenicol a varias concentraciones, 
tanto en ausencia como en presencia de âcido L-ûsnico.
El crecimiento, estimado como variaciôn del 
peso seco de los cultivos, se représenta en la figura 
21, AMadiendo cloranfenicol sobre medio normal, se pro­
duce una larga fase de latencia de la que no sale el cul­
tivo hasta las ûltimas horas de experimentaciôn, 
siendo este comportamiento similar para las très concen-
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Figura 20. Actividad glucosamina-6-P sintetasa encontrada 
en los medios al cultivar células en presencia 
de actinomicina D. Los simbolos tienen el 
mismo significado que en la figura 19-
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traciones utilizadas ( 10, 30 y 100 ug/ml ) ( ver figura
21.1. ). En presencia de âcido L-ûsnico, las mayores con­
centraciones del antimetabolito producen una inhibiciôn 
total del crecimiento a lo largo de todo el tiempo de 
experimentaciôn. Por el contrario, una concentraciôn de 
10 ug/ml, después de una fase de detenciôn que abarca 
las seis primeras horas de cultivo, permite incremento 
del peso seco, logrândose duplicar el peso inicial al 
término del tiempo utilizado ( figura 21.2. ).
Los n’veles de actividad enzimâtica correspbn- 
dientes a los extractos celulares se representan en la 
figura 22. La mayor actividad especifica se detectô para 
la menor concentraciôn utilizada del antimetabolito y a 
las ocho horas de cultivo. Una concentraciôn de 30 ug/ml 
permite un pequeRo incremento de la actividad en las dos 
primeras horas, disminuyendo a continuaciôn para volver 
a recuperarse al término del tiempo de experimentaciôn.
Por el contrario, la mayor concentraciôn utilizada pro­
voca en las dos primeras horas un aumento en la actividad 
enzimâtica superior al logrado con las otras concentra- 
•ciones ensayadas, actividad que es anulada a las dos 
horas siguientes ( figura 22.1. ).
Cuando el cloranfenicol fue suministrado a 
medios que contenian âcido L-ûsnico ( figura 22.2.), la 
menor concentraciôn utilizada permite un ligero incre­
mento en la actividad enzimâtica durante las primeras 
horas de cultivo, incremento que es notablemente acele- 
rado en las dos ultimas horas. Aumentando la concentra­
ciôn del inhibidor, el efecto se ve drâsticamente inver- 
tido. Una concentraciôn de 30 ug/ml mantiene los valores 
de actividad similares al inicial durante todo el tiempo 
de experimentaciôn, y una concentraciôn superior, 100 ug/ml, 
anula la actividad enzimâtica, observândose solo una pe- 
quefia recuperaciôn al final del tiempo utilizado.
61
E
o
ü
0)
V)
en
£
U 6  
horas
8 10
Figura 21. Variaciôn de peso seco de cultives de Proteus 
mirabilis en medios suplementados con cloran- 
fenicol a concentraciôn de 10 (•), 30 (A) 
y 100 yg/mlH 1. En âusencia de âcido L-ùsnico; 
2. en presencia de âcido L-ùsnico.
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Figura 22. Actividad glucosamina-6-P sintetasa en extrac- 
tos acelulares de Proteus mirabilis sembrado 
en ausencia (1) o presencia (2) de âcido L-ùs­
nico. La significaciôn de Los simbolos es 
la usada en la figura 21.
63
Los resultados obtenidos al estimar la activi­
dad enzimâtica en los medios de cultivo se exponen en la 
figura 23. Cuando las células son sembradas en medios 
no suplementados con âcido L-ùsnico, no se détecta acti­
vidad enzimâtica vertida al medio cuando este contiene 
cloranfenicol en la menor concentraciôn utilizada, aumen- 
tando con la concentraciôn del antimetabolito ( figura
23.1 . )• Los mismos resultados se obtienen para medios
suplementados con la substancia liquénica ( figura 23.2. ) 
en tanto en cuanto se refiere a la dependencia de actividad 
encontrada en el medio respecto a la concentraciôn uti­
lizada de antibiôtico, salvo que, en este caso, los medios 
conteniendo la me’nor concentraciôn posible de cloranfe­
nicol muestra una discreta actividad enzimâtica, y que 
la actividad recuperada en medios que contienen anti­
metabolito a una concentraciôn de 100 wg/ml es mas del
doble de la encontrada en ausencia del âcido L-ùsnico.
3 .9 .Purificaciôn y propiedades de la glucosa- 
mina-6-P sintetasa.-
El enzima responsable de la sintesis de glucosa- 
mina-6-P fue purificado, partiendo de 7,0 g en peso seco 
de células recogidas al inicio de la fase exponencial 
de crecimiento, siguiendo el protocole detallado en 
materiales y métodos. En cada uno de los pasos seguidos 
se valorô la actividad especlfica como criterio de 
purificaciôn.
El extracto libre de células fue tratado con 
suifato de polimixina, consiguiendo la precipitaciôn de 
los âcidos nucleicos y una recuperaciôn de actividad 
del 98%. El sobrenadante de esta precipitaciôn fue 
adsorbido en gel de fosfato câlcico, extrayendo el en­
zima con tampôn fosfato ( figura 24 ), correspondiendo la 
mâxima actividad a una concentraciôn 50 mM del eluyente
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Figura 23. Actividad glucosamina-6-F sintetasa en medios
de crecimiento sin (1) o con (2) âcido L-ùsnico 
afiadido.
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y una recuperaciôn de actividad del 43%. Esta fracciôn 
fue cargada sobre una columna de DEAE-celulosa, eluyendo 
con tampon fosfato que contenia concentraciones crecien- 
tes de ClNa ( figura 25 ). logrândose una fracciôn, 
que eluia para una concentraciôn de ClNa 150 mM, que con­
tenia la mayor actividad especifica. La recuperaciôn de 
actividad representaba casi un 43% y el enzima apare- 
cia purificado alrededor de 113 veces. Un resmen de esta 
purificaciôn se detalla en la tabla IV.
3.9.1. Temperatura y pH ôptimos. La estimaciôn 
de la tempgratura ôptima para la actividad enzimâtica
se realizô en mezclas de incubaciôn que contenian 120 
pg del enzima purificado. Los resultados se expresan 
en la figura 26. El enzima aparece como termoestable ya 
que la actividad enzimâtica, aunque disminuida, no se anu- 
la a 90°, presentando el ôptimo de actividad a 37°.
El pH ôptimo se estimô utilizando la misma 
cantidad de proteina en las mezclas de reacciôn, para 
una gama de pH desde 5,5 a 9,0 utilizando para ello tampo- 
nes Tris-maleato, fosfato y borato-âcido bôrico. La tem­
peratura de medida fue de 37°. En la figura 27 puede 
observarse un incremento en la velocidad de reacciôn 
paralelo al aumento de pH para el tampôn Tris-maleato.
El mâximo se logra para pH 7,5 utilizando tampôn fosfato, 
aunque aparece un mâximo secundario a pH 8,5 para tampôn 
borato-âcido bôrico. Se estima, pues, en 7,5 el pH ôpti­
mo para el enzima.
3.9.2. Cinética enzimâtica y efecto del âcido 
L-ûsnico. El estudio de las constantes cinéticas del enzima 
se estimo en funciôn de los dos substratos de la reacciôn, 
glutamina y fructosa-6-P, en presencia o ausencia de
28 wg de âcido L-ûsnico, representando velocidad de 
reacciôn frente a concentraciôn de substrato y sus reci- 
procos.
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Figura 24. Diagrama de elucion de glucosamina-6-P
sintetasa a partir de gel de fosfato câlcico 
mediante molaridades crecientes de tampôn 
fosfato. (•) actividad especifica; (o) can­
tidad de proteina.
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Figura 25. Diagrama de elucion de glucosamina-6-P sinte­
tasa de una columna de DEAE-celulosa mediante 
molaridades crecientes de ClNa. (•) actividad 
especifica; (o) cantidad de proteina.
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Figura 26. Determinacion de la tempgratura optima para la actividad 
glucosamina-6-P sintetasa.
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Figura 21. Determinacion del pH ôptimo para el enzima.
(•) tampôn Tris-maleato; ( O )  fosfato; ( A )  
borato-âcido bôrico.
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Las cinéticas del enzima en funciôn de la concentra­
ciôn del substrato donador del grupo amino, se representan 
en la figura 28. En todos los casos, la concentraciôn de 
fructosa-6-P utilizada fue de 40 umoles en 2,0 ml de vo- 
lumen final de mezcla de reacciôn. Puede observarse 
una cinética tipica de un enzima micaeliano, presentando 
una velocidad mâxima de 2,0 y una de 18,18 mM para la 
L-glutainina. La presencia de âcido L-ûsnico no modifica 
esta velocidad mâxima aunque aparece una leve inhibiciôn 
de tipo competitive, estimândose el valor de la en 0,16 
m M .
Las cinéticas del enzima en funciôn de la con­
centraciôn de fructosa-6-P se analizaron fijando la con­
centraciôn de L-glutamina en 30 wmoles en los 2,0 ml 
de mezcla -de reacciôn. Los resultados se expresan en la 
figura 29. Igual que en el caso anterior, puede observarse 
un comportamiento micaeliano tlpico, con una velocidad 
mâxima estimada en 0,95 y una de 13,3 mM, lo que nos 
indicarla una ligeramente mayor afinidad del enzima por 
la fructosa-6-P que por la L-glutamina. La presencia 
de la substancia liquénica en las mezclas de reacciôn 
provoca una patente activaciôn, estimândose un aumento en. 
la velocidad mâxima desde 0,95 a 1,82.
3 .9 .3 . Determinaciôn del peso molecular. El 
peso molecular del enzima fue estimado por electroforesis 
en gel de poliacrilamida, en plaça, y en gradiente lineal 
de poliacrilamida, utilizando como patrones proteinas 
de peso molecular conocido: ureasa (480.000), catalasa 
( 235.000 ), alcohol deshidrogenasa ( 148.000 ), sero- 
albûmina bovina ( 65.000 ), ovoalbûmina (43.000 ) y 
pepsina ( 35.000 ).
Como se observa en la figura 30, el enzima présenta 
una movilidad relativa de 0,45, lo que corresponderia 
a un peso molecular aproximado de 100.000. El enzima 
incubado con âcido L-ûsnico présenta una movilidad
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Figura 28. Dependencia de la velocidad de reacciôn sobre
la concentraciôn de L-glutamina para una concen­
traciôn fija de fructosa-6-P y rectas recipro­
cas correspondientes incluyendo (o) o sin 
incluir (•) âcido L-ùsnico en las mezclas d 
reacciôn.
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Figura 29. Efecto de la variaciôn de la concentraciôn
de fructosa-6-P sobre la velocidad de reacciôn 
para una concentraciôn fija de L-glutamina, 
y rectas reciprocas correspondientes.
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Figura 30. Determinacion del peso molecular de la glucosamina-6P 
sintetasa en funciôn de su movilidad electroforética 
en gradiente lineal de poliacrilamida. 1. Pepsina,
2, ovoalbûmina, 3, seroalbûmina bovina, 4, alcohol 
deshidrogenasa, 5, catalasa, 6, ureasa, 1', glucosa- 
mina-6-P sintetasa, 2' enzima tratado con âcido L- 
ûsnico.
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de 0,43, lo que representaria un peso molecular aproxi­
mado de 105.000.
La electroforesis realizada en presencia de 
dodecilsulfato sôdico, utilizando tripsina ademâs de 
catalasa entre las proteinas patrones, se représenta en 
la figura 31. En este caso, por accion del SDS, las pro­
teinas poliméricas aparecen divididas en sus subunidades 
constituyentes. La glucosamina-6-P sintetasa, en estas 
condiciones, révéla su constituciôn en cuatro unidades 
distintas de movilidades relativas 0,77, 0,785, 0,82 y 
0 ,83, que corresponderian a pesos moleculares aproxima- 
dos de 38.000, 35.000, 26.000 y 24.000 respectivamente, 
lo que daria un peso molecular para la proteina poliméri- 
ca estimado en 123.000.
3 .9 .4 . Espectros caracteristicos. El espectro 
de absorciôn de la proteina purificada, realizado en las 
condiciones especificadas en materiales y métodos, abarco 
un barrido desde 230 a 330 nm. Este espectro muestra un 
espectro caracteristico de proteina purificada con un 
mâximo de absorciôn a 272 nm ( figura 32 ).
Los espectros de fluorescencia se realizaron, 
para el enzima purificado, a una concentraciôn de 100 
pg/ml y para el enzima tratado con âcido L-ùsnico, en 
una proporciôn de 800 pg de proteina y 84 ng de substan­
cia liquénica, dializando la mezcla frente a ClNa al 2,5% 
durante 12 horas a 4° antes de la medida del espectro.
El espectro de emisiôn del enzima puro, ex- 
citando a una longitud de onda fija de 272 nm, abarcô 
un barrido de emisiôn desde 290 a 400 nm, obteniéndose el 
mâximo caracteristico de triptôfanos a 330 nm. Siendo 
este mâximo muy eunplio, enmascaraba el tlpico de las tiro-
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Determinacion del peso molecular de subunidades 
de glucosamina-6-P sintetasa, disociada con 
SDS, por electroforesis en gradiente de poliacri­
lamida. 1, tripsina, 2, pepsina, 3, alcohol des­
hidrogenasa, 4 ovoalbûmina, 5, catalasa, 6 seroalbû­
mina bovina, 7, ureasa, 1', subunidad 38.000,
2', subunidad 35.000, 3', subunidad 26.000, 4', 
24.000.
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Figura 32. Espectro de absorciôn de la glucosamina-6-P 
, sintetasa purificada.
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xinas a 305 nm ( figura 33 ).
El espectro de emisiôn del enzima tratado con 
la substancia liquénica fue realizado en idénticas con­
diciones y présenta una gran semejanza con el obtenido 
para el enzima no tratado (figura 34 ).
Los espectros de excitaciôn se realizaron man- 
teniendo fija la longitud de onda de emisiôn a 305 nm para 
las tiroxinas y a 330 nm para los triptôfanos. Los espec­
tros correspondientes al enzima purificado se muestran 
en la figura 35, siendo mas amplio, como era de esperar, el 
espectro correspondiente a los triptôfanos, lo cual corro- 
boraria el enmascaramiento de las tiroxinas observado 
en el espectro de emisiôn. Los espectros obtenidos para 
el enzima tratado con el âcido L-ûsnico ( figura 36 ) 
no presentan alteraciones notables
3.9.5- Cinéticas de uniôn enzima-ligando. La va- 
loraciôn de la uniôn del âcido L-ûsnico a la proteina 
se realizô utilizando 250 wg de enzima purificado y con­
centraciones variables de ligando, entre 0,62 y 24,8 pg.
Las cantidades de ligando uni do al enzimâ se re­
presentan, bien directamente frente a cantidad de âcido L-ûs­
nico total, bien segûn la representaciôn de SCATCHARD.
La representaciôn directa ( figura 37 ) corres­
ponde a la rama de una hipérbola, presentando una subida 
inicial muy pronunciada para las menores concentraciones 
de ligando total, y atenuândose para concentraciones de 
ligando superiores a 4,0 pg.
En la representaciôn de SCATCHARD se observa 
un brusco descenso inicial que se corresponderia con la 
existencia de centres en el enzima de alta afinidad para el 
ligando, seguido de un descenso mucho mâs atenuado, corres-
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Figura 33. Espectro de emisiôn de fluorescencia del
enzima glucosamina-6-P sintetasa, excitado a 
una A fija de 272 nm.
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Figura 34. Espectro de emisiôn de fluorescencia del 
enzima tratado con âcido L-usnico.
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Figura 35. Espectros de excitaciôn de fluorescencia
del enzima emitiendo a una x fija de 330 nm 
(superior) o 3o5 nm ( inferior ). El eje 
de abscisas se hace coincidir con la 
linea base.
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Figura 36. Espectros de excitaciôn del enzima tratado 
con âcido L-ùsnico.
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Figura 37. Representaciôn directa de la çinética de 
uniôn del âcido Lûsnico al enzima.
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pondiente a un segundo tipo de centres de union de baja 
afinidad por el ligando ( figura 38 ).
3 .9 .6 . Naturaleza de la union. El espectro di- 
ferencial en la zona del ultravioleta entre la glucosa- 
mina-6-P sintetasa purificada y la misma tratada con 
âcido L-ûsnico se présenta en la figura 39. En la misma 
figura se représenta el espectro diferencial entre el 
âcido L-ùsnico y el correspondiente al mismo, protonado 
en un medio âcido. Como puede observarse hay una notable 
semejanza entre ambos espectros diferenciales, lo que 
podria sugerir que el âcido L-ûsnico puede ser proto­
nado en el curso del su union con el enzima.
[jg a .büsnico [igado/|jg proteina  
|jg a. L-ùsnico libre
OJc
un en en
o to (N 
CN '—  '—
a j q j] ooiusn-~| oppe Sri 
opebi j  oDjusri-i oppe 6ii
Figura 38. Representaciôn de SCATCHARD, correspondiente 
a la representaciôn directa mostrada en la 
figura 37.
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Figura 39. Espectros diferenciales en la zona del ultra- 
violeta del enzima ligado-enzima ( linea 
continua ) y âcido L-ùsnico protonado-âcido 
L-ûsnico ( linea de puntos ).
4. DISCUSION
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El grado de oxidacion de los metabolitos del ciclo 
de los âcidos tricarboxî1icos ha sido utilizado como carac- 
teristica de permeabilidad en Pseudomonas sp. ( KOGUT y PODOS- 
KI, 1953; BARRET y KALLIO, 1953 ) y en Pseudomonas aeruginosa 
( CLARKE y MEADOW, 1959 ), considerando qoe los enzimas oxi- 
dativos del ciclo de KREBS son proteinas constitutivas. Por 
tanto, los niveles variables de oxidacion de un solo metabo- 
lito por células cultivadas sobre diferentes fuentes de car- 
bono dependen de la permeasa inducida. Pero esta suposiciôn 
résulta insostenible para Proteus mirabilis sin una base ex­
perimental suficiente.
En este sentido, se sabe que los niveles de varias 
deshidrogenasas pueden ser modificados por represion catabô- 
lica ( TAKAHASHI, 1975 ) o por inactivacién en Escherichia 
coli, o por consumo de la fuente de carbono ( LEWIS y MILLER, 
1975 ) en Desulfovibrio. También han sido observadas altera- 
ciones en las deshidrogenasas en mitocondrias de levadura en 
crecimiento y en fase de repose ( UTTER et al., 1968 ).
Sin embargo, como puede observât se en la tabla II, 
los cambios mostrados en los niveles de actividades succinico, 
mâlico e isocltrico deshidrogenasa no explican el incremento 
en el consumo de oxîgeno por oxidacion de fumarato por aque- 
llos organismes que han sido cultivados en presencia de L-us- 
nato. Las células que han crecido en medios suplementados con 
L-usnato a 14,0 wg/ml y fumarato, oxidan este metabolite a 
un nivel 3o veces superior al desarrollado por bacterias culti­
vadas en ausencia de la substancia liquénica ( Tabla I ).
Cuando las células no tienen permeasa inducida ( o no han 
sido puestas en condiciones de inducir permeasa ), la oxidacion 
del fumarato solo puede ser llevada a cabo por organismes que 
han crecido en presencia de L-usnato, alcanzando niveles de oxi­
dacion semejantes a los obtenidos para las céiulas que tienen
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la permeasa inducida.
Por tanto, hemos de rechazar la hipotética accion de 
la substancia liquénica sobre los niveles de permeasa.
Por otra parte, la formaciôn de ATP y el consumo de oxi- 
geno no se ven modificados en vesiculas de membrana obtenidas de 
células cultivadas en medios suplementados con L-usnato ( ta­
bla III ).E1 incremento en el consumo de oxlgeno no puede ser 
explicado, por tanto, por accion de una baja concentraciôn del 
fenol sobre el proceso de la fosforilaciôn oxidativa, tal y 
como ha sido descrito para el dinitrofenol ( LOOMIS y LIPMANN,
1948 ), y confirmado posteriormente para mas altas concentracio- 
nes de âcido L-ûsnico que las utilizadas en el présente trabajo 
JOHNSON et al., 1950 ).
Las alteraciones en la continuidad de la membrana, pro- 
ducidas por la substancia liquénica, pueden ser la base de los 
cambios observados en la permeabilidad. Es bastante improbable 
que células presentando grandes rupturas en la membrana plasmâ- 
tica, como demuestran las micrografias, puedan ser viables.
Estas disrupciones pueden ser interpretadas como el estado 
final en el proceso de degradacion de la estructura, siendo 
los estados intermedios responsables del acelerado consumo 
de fumarato. Por otra parte, el engrosamiento detectado en 
la pared bacteriana no puede ser explicado por secciones tangen- 
ciales de las células, sino por un ensanchamiento de la estruc­
tura, dado que todas las células visualizadas lo prosentan.
Si se acepta este engrosamiento como base de la estabili- 
dad fisica de células con membranas alteradas, se deben inves- 
tigar los mécanismes enzimâticos que propician estos depôsitos 
adicionales de materiales de pared. El présente trabajo se ha 
limitado al anâlisis de la actividad enzimâtica responsable 
de la sintesis de glucosamina-6-P, dado su papel iniciador 
en la ruta biosintética de los componentes de las cadenas 
base del peptidoglicano, N-acetilglucosamina y âcido N-ace- 
tilmurâmico ( DAVISON et al., 1957 ), asi como de la biosln-
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tesis de distintos aminoazûcai'es ( PHELPS et al., 1 970 ), 
sin olvidar la integraciôn de la glucosamina en los lipo- 
polisacâridos présentes en la membrana externa ( LUDERITZ 
et al., 1974 ) .
Las células cultivadas en medios suplementados con 
glucosa y sulfato amônico presentan un incremento en la 
actividad enzimâtica, asi como en la excretada al medio de 
cultivo, actividad que es preferentemente retenida por las 
células cuando éstas crecen en presencia de âcido L-ûsnico.
Esta retenciôn podria ser interpretada como dirigida al 
engrosamiento de la pared celular.
Cuando el sulfato amônico es substituido por L-glu- 
tamina en los medios de cultivo, la actividad enzimâtica es 
anulada en el interior de las células y al mismo tiempo 
se favorece su excreciôn al medio. Estos datos son coin- 
cidentes con la falta de crecimiento activo en la poblaciôn 
bacteriana, dado que la ausencia de una actividad enzimâ­
tica endocelular no permitiria la suficiente sintesis de 
hexosamina para sustentar el crecimiento de las paredes 
celulares. Sobre la base de estos resultados podria pen- 
sarse que la L-glutamina no permeara al interior de las células, 
hipôtesis que, aunque no ha podido ser investigada, no cuenta 
con antecedentes bibliogrâficos ( ESPIN et al., 1979 ).
En estas condiciones, la excreciôn detectada de actividad 
a los medios de cultivo, se ve cortada cuando se anade 
el fenol al medio, observândose, consecuentemente, un aumento 
notable en la actividad enzimâtica correspondiente a los 
extractos acelulares. Este aumento debe ser considerado 
como retenciôn del enzima, dado que la substancia liquénica 
no parece afectar la sintesis de la proteina. Todos estos 
datos confirmarian, de nuevo, la modificaciôn de la permeabi­
lidad de membrana por el âcido L-ûsnico.
Utilizando inhibidores de la sintesis de ARN, 
como es la actinomicina D, se observa una drâstica inhi-
bicion del crecimiento, correspondiéndose con el descenso 
en los niveles de actividad glucosamina-6-P sintetasa celulares 
en funciôn de la concentraciôn empleada del antimetabolito, 
actividad que es mantenida para el enzima excretado al me­
dio. Pcdria pensarse que nos encontramos ante dos formas 
distintas de enzima, una de ellas, la excretable, no in- 
hibida en su sintesis por actinomicina y otra, acumulada 
en las células, afectada en su sintesis por el antimetaboli­
to. Es conocido el paradôjico efecto de la actinomicina D 
como inductor (?) de glucoquinasa en células hepâticas 
de rata ( SOLS et al., 1965 ), asi como de fosfatasas 
acides en Anacystis y Euglena ( MUNOZ et al., 1978 ), lo 
que, indiscutiblemerite, complicaria la hipôtesis emitida.
Cuando las células de Proteus mirabilis son 
cultivadas en presencia de actinomicina D y âcido L-ûsnico, la 
inhibiciôn del crecimiento, entendido como aumento en el 
peso seco de los cultivos, desaparece para la mayor con­
centraciôn del antimetabolito, paralelamente al aumento de 
la actividad glucosamina-6-P sintetasa celular y, en parte, 
también correspondido con el incremento de la actividad 
encontrada en el medio de cultivo. Conocida esla acciôn de 
la actinomicina D como inhibidor de la transcripciôn en 
los procesos de sintesis proteica, inhibiciôn que se 
realiza por formaciôn de comptejos con el ADN mediante 
puentes de hidrôgeno con los residuos desoxiguanina del 
âcido nucleico ( HAMILTON et al., 1963 ). Por otro lado 
ccnocemos la capacidad que presentan los fenoles del tipo 
del utilizado para unirse reversiblemente a las proteinas 
( LOOHIS y BATTAILE, 1966 ), uniones que son relativa- 
mente fuertes cuando los puentes se establecen con amidas 
N-substituidas ( LOOMIS, 1969 ). Sobre la base de estos datos 
podriamos presumir la formaciôn de complejos entre el 
âcido L-ûsnico y la actinomicina D en alta concentraciôn 
mediante puentes de hidrôgeno, de modo que se impidiese 
la acciôn inhibidora del antimetabolito y permitiendo de 
esta manera el funcionamiento de la ruta biosintética de 
proteinas y aumentando, por tanto, la actividad del enzima
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estudiado.
Si el antimetabolito utilizado es un inhibidor de 
la sintesis proteica a nivel de traduccion, como seria el 
caso del cloranfenicol, se observa una anulacion del creci­
miento de la poblaciôn bacteriana paralela a la perdida de 
la actividad enzimâtica celular, disminuciôn que se ve 
acelerada conforme al aumento de la concentraciôn del 
inhibidor. Este comportamiento coincide con el encontrado 
para el enzima purificado de higado de rata en presencia 
de cloranfenicol ( AKAMATSU y MAEDA, 1971 )• El aporte de 
âcido L-ûsnico a los medios de cultivo suplementados con el 
antimetabolito no modifica el comportamiento encontrado 
en ausencia de la substancia liquénica, apareciendo inhi­
biciôn del crecimiento y disminuciôn de la actividad 
glucosamina-6-P sintetasa en funciôn del aumento de la 
concentraciôn de cloranf enicol. En este caso, el âcido 
ûsnico no parece interferir el papel del inhibidor de la 
sintesis proteica. Sin embargo, la substancia liquénica 
parece propiciar el aumento de actividad en los medios 
proporcionalmente a la concentraciôn del antimetabolito ana- 
dida. No encontrariamos, de nuevo, con la posibilidad de 
dos formas cnzimâticas distintas, tal y como se ha dis- 
cutido al analizar los resultados referentes a la uti- 
lizaciôn de la actinomicina D.
Al margen de que los cambios de actividad encon- 
trados en células cultivadas en presencia de la substancia 
liquénica puedan ser atribuidos a un proceso de retenciôn 
ligado a los cambios de permeabilidad, no puede descartarse 
la hipôtesis de una real uniôn del fenol con el enzima 
que pueda traducirse en un cambio de actividad. En efecto, 
los estudios realizados con el enzima purificado demuestran 
claramento que el âcido L-ûsnico puede actuar como acti- 
vador del enzima, al menos en cuando a la uniôn con la
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fructosa-6-P se refiere, comportamiento atipico ya que 
el âcido L-ûsnico siempre ha sido considerado como un 
inactivador de cierto nûmero de enzimas. La explicaciôn 
de este hecho debe buscarse en el modo de uniôn del fe­
nol con la proteina.
Un enzima tipicamente inactivado por el âcido 
L-ûsnico es la ureasa, mediante un proceso de agregaciôn 
de monômeros sobre el polimero base, de peso molecular 
480.000, en el que estân implicados los restes L-alanil 
y L-prolil del enzima (‘VICENTE et al., 1974 ). De esta 
manera pueden lograrse polimeros de hasta 880.000 de 
peso molecular ( VICENTE et al., 1978 ). Aunque la inso- 
lubilizaciôn progrésiva que sigue a este proceso de agre­
gaciôn es causa de inactivaciôn, esta se compléta por 
la uniôn del fenol con grupos -SH del enzima ligados 
a su centro activo, proceso que es parcialmente impedido 
por la inclusion de L-cisteina en las mezclas de incuba- 
ciôn ( VICENTE y CIFUENTES, 1979 ). Sin embargo, esta 
protecciôn no implica cambios en los grados de polimeri- 
zaciôn. Por tanto puede estimarse que la ureasa présenta 
dos tipos diferentes de puntos de uniôn para el ligando.
Uno de ellos, midificado en su conducta de ligarniento por 
L-cisteina, se révéla como de alta afinidad por el ligando 
y estâ relacionado con el centro activo; otro, de baja afini­
dad, estâ relacionado con el proceso de polimerizaciôn 
( GARCIA et al., 1980 ).
La representaciôn de SCATCHARD para la cinética 
de uniôn del ligando a la glucosamina-6-P sintetasa 
también révéla la existencia de dos tipos de centres 
de uniôn, por comparaciôn a lo estudiado para otros sistemas 
enzimâticos ( McDANIEL y KIRTLEY, 1974 ), presentando 
un tipo de centres de alta afinidad y otro de baja afi­
nidad para el ligando ( comparar con lo descrito por 
FOX y ERION, 1977 ). Pero, en este caso, en rontraposiciôn 
con lo descrito para la ureasa, la uniôn del ligando a la 
proteina no implica polimerizaciôn.
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El peso molecular de la glucosarnina-6-P sintetasa, 
estimado por electroforesis en gradiente lineal de poli- 
acrilamida, da un valor aproximado de 100.OCO, dato que 
concuerda con el peso molecular calculado por centrifugaciôn 
en gradiente de densidad de sacarosa para el enzima purificado 
de E. coli y B. subtilis por KORNFELD (1967), al que da 
un valor aproximado entre 90.000 y 107.000. Por tratamiento 
con SDS el enzima se révéla como polimérico, detectândose 
cuatro subunidades de comportamiento electroforético dis- 
tinto, cuyos pesos moleculares aproximados han sido cal- 
culados en 38.000, 35.000, 26.000 y 24.000.
Sin embargo, la electroforesis del enzima tratado 
con âcido L-ûsnico révéla un peso molecular de, aproximada- 
mente 105-000, lo cual indica que la union entre el enzima 
y el ligando no implica mayor grado de polimerizaciôn.
En contraposiciôn con lo que sucede con otros 
ligandos, el âcido L-ûsnico no muestra actividad de atrapa- 
dor de fluorescencia del enzima, lo que puede inducirnos 
a descartar uniones del ligando con triptôfano o tiroxina 
en la secuencia peptidica.
Sin embargo, los espectros diferenciales de 
absorciôn en la zona del ultravioleta parecen mucho mâs 
reveladores. La similitud del espectro diferencial obtenido 
pata el enzima lïgado y sin tratar con el espectro diferen­
cial obtenido para el âcido L-ûsnico protonado o no indican 
que el ligando puede protonarse al unirse al enzima a 
pH 7,5. Un anâlisis semejante ha sido realizado por 
MATTHEWS et al. (1977) para la dihidrofolato reductasa 
de E. coli con metotrexato y para el mismo enzima de 
L. casei ( ROBERTS, 1978 ). La naturaleza de esta union 
también difiere fundamentalmente de la descrita anterior- 
mente para la ureasa.
5. CONCLUSIONES
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1  ^ La adiciôn de L-usnato a medios que contienen acetato, 
fumarato o citrato como fuente de carbono acelera el 
crecimiento de cultivos de Proteus mirabilis.
25 células crecidas sobre fumarato oxidan eficientemente 
este metabolite, pero no aquellas que han crecido sobre 
acetato o citrato. Este hecho se interpréta como depen- 
diente de la sintesis de una permeasa especifica.
35 El fumarato es, sin embargo, eficientemente oxidado 
cuando las células han crecido sobre L-usnato, inde- 
pendientemente de la fuente de carbono existante en 
el medio.
45 Esta oxidacion no puede ser explicada por una accion 
del L-usnato sobre las deshidrogenasas del ciclo de 
KREBS, ya que la variaciôn observada en très de ellas, 
isocitrico, mâlico y succinico deshidrogenasa, no 
justifican un incremento tan notable en la capacidad 
de las células para consumir oxôgeno.
55 La fosforilaciôn oxidativa no es afectada por la dro- 
ga, a las concentraciones utilizadas, estimândo aquella 
en vesiculas aisladas de membrana.
65 Tampoco puede explicarse por una acciôn directa del 
L-usnato sobre los niveles de permeasa inducida.
75 El cultivo de Proteus mirabilis sobre L-usnato lleva 
consigo un aumento en la resistencia de las células 
a lisis osmôtica.
95
85 Esta resistencia puede explicarse por un notable engro­
samiento de la pared celular en aquellas células que 
han crecido sobre L-usnato.
95 El aumento en la velocidad de permeaciôn del fumarato 
puede explicarse por la aparicion de disrupciones en 
la membrana plasmâtica que coinciden en el espacio con 
las zonas engrosadas de la pared.
105 La inclusion de âcido L-ûsnico en medios que contienen 
glucosa y sulfato amônico inc rement a débilm.ente la 
actividad glucosamina-6-P sintetasa en células que 
han sido cultivadas en dichos medios, al mismo tiempo 
que disminuye notablemente la actividad recuperada en 
el medio, considerândose tal como enzima excretado.
115 La presencia de glutamina, como fuente de nitrôgeno 
substitutiva del sulfato amônico, en los medios de 
cultivo anula dicha actividad enzimâtica en células, 
aumentando considerablemente los niveles de enzima 
excretado. Esta situaciôn es corregida por el fenol, 
que provoca la mâxima retenciôn del enzima en las 
células y la minima excreciôn al medio externo.
125 La actinomicina D rebaja drâsticamente los niveles 
de actividad encontrados en las células, aunque no 
detiene su excreciôn. El âcido L-ûsnico es capaz de 
revertir los efectos de las mayores concentraciones 
de actinomicina D en cuanto a actividad endôgena se 
ref iere.
135 .El cloranfenicol anula la actividad enzimâtica celular 
y rebaja notablemente su excreciôn, situaciôn esta 
ûltima que puede ser revertida por la substancia liqué­
nica.
96
145 La glucosamina-6-P sintetasa ha sido purificada 113 
veces, dando una sola banda en electroforesis en gel 
de poliacrilamida. El enzima purificado muestra una 
temperatura optima de 37° y un pH optimo de 7,5.
155 i.- La del enzima para la L-glutamina ha sido esti- 
mada en 18,1 8 m.M y en 13,3 mM para la fructosa-6-P.
165 Por su movilidad electroforética, el peso molecular
de la proteina ha sido estimado en aproximadamente 120.000 
estando compuesta por cuatro oligcmeros de pesos 
moleculares 38.000, 35.000, 26.000 y 24.000.
175 El âcido L-ûsnico se comporta como un débil inhibidor 
del enzima para la variaciôn de concentraciones de 
L-glutamina, y un indudable activador frente a varia­
ciôn de concentraciones de fructosa-6-P.
185 El enzima muestra dos puntos de uniôn para el ligando, 
uno de alta y otro de baja afinidad.
195 Dichos puntos no estân relacionados con los centres 
involucrados en la polimerizaciôn.
205 El mecanismo de uniôn del ligando a la proteina parece 
involucrar una protonaciôn de la substancia liquénica.
215 Las mayores actividades del enzima en células de Proteus 
mirabilis estarân indiscutiblemente relacionadas con 
el engrosamiento de las paredes celulares, debiéndose 
tanto a un fenômeno de retenciôn como de activaciôn del 
enzima sintetizado.
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